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RESUMO

PORTZ. Crnisnana. Avaliacio imunomoduladora da vitamina E em éguas gestantes e
potros naturalmente infectados por Babesia equi (Laveran, 1901). Seropedica:
UFRRJ, 2003 54p (Dissertagio, Mestrado em Ciéncias Veterinarias).

A babesiose equina € uma doenga causada pelos protozoarios Babesia equi e Babesia
caballi de vrande importancia para a equideocultura, sendo transmitida por carrapatos. Este
estudo for realizado na Unmiversidade Federal Rural do Rio de Janeiro, utilizando eguas
vestantes das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier, e seus respectivos potros,
previamente diagnosticados como portadores cronicos da babesiose equina. O objetvo
deste trabalho for avaliar a suplementagdo com vitamina E nas dietas das éguas gestantes,
para avaha¢gdo da modulagio da resposta imune. Foram utilizados parametros
hematologicos relacionando-os com a sorologia para Babesia ¢qui pela técnica de ELISA
indireto e dosagem de IgG no colostro. Os resultados indicaram que ndo houve resposta
imunoestimuladora nas éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier com dietas
suplementadas com vitamaina E e nos seus respectivos potros. Observaram-se titulos de
anticorpos mais altos nos animais jovens do que nos adultos, que caracteriza a forma
cronica da doenga. Alguns potros apresentaram esfregagos sanguineos positivos para
Babesia equi no primeiro dia de vida. Houve predominancia de leucocitose e linfocitose,
sem diminuigdo do VGM nos potros nascidos de éguas das ragas Mangalarga Marchador e
Bretdo Postier alimentadas com dietas suplementadas com vitamina E. A reagudizagdo da
doenga for observada em uma égua da raga Bretdo Postier no periodo pré-parto. Os
resultados confirmam que os equinos da UFRRJ sdo portadores cronicos para a babesiose

equina.

Palavras chaves: babesiose, equinos, imunomodulagdo, vitamina E




ABSTRACT

PORTZ, Cristiana. Immunomodulate avaliation of vitamin E on pregnant mares and
foals naturally infected by Babesia equi (Laveran, 1901). Seropédica: UFRRIJ,
2003. 54p. (Dissertation, Master of Science in Veterinary Science).

[Lquine babesiosis is a disease caused by haemoprotozoan parasites, Babesia equi and
Dabesia caballi, transmited by ticks with great importance for horse business. This study
was conducted at Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro with pregnant mares and
foals of Mangalarga Marchador and Bretio Postier breeds. These animals were chronic
carriers of equine babesiosis. This study aims to evaluate immunomodulation of vitamin E
in mares with supplemented diets. Haematological values and IgG colostrum concentration
were associated with ELISA sera results for Babesia equi. Immunomodulation wasn’t
observed in mares and foals and high titers were observed in foals than mares,
characterized chronic babesiosis. Some foals presented positive blood smears for Babesia
equi at 1ts first day of life. Leucograms values from foals of Mangalarga Marchador and
Bretao Postier mares with supplemented diets demonstrated increase in relative and
absolute values of linfocytes. Disease reagudization was observed in a Bretao Postier
pregnant mare. Thus results confirm that horses from UFRRJ herd were chronic carriers of
equine babesiosis.

Key words: babesiosis, horses, immunomodulation, vitamin E
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1. INTRODUCAO

A babesiose eqiiina, também conhecida como piroplasmose ou nutaliose eqiiina,
trata-se de uma doenga produzida por protozoarios Babesia caballi (Nuttal & Strickland,
1912) e Babesia equi (Laveran, 1901), transmitida por carrapatos dos géneros,
Rhipicephalus, Dermacentor, Hyalomma Amblyomma, Anocentor e Boophilus afetando
eqiinos, asininos, camelos e zebras. Os animais infectados tornam-se geralmente
portadores cronicos e fontes de infecgdo por longos periodos. A presenga e a multiplicagdo
dos agentes no interior das hemacias pode levar a anemia hemolitica progressiva,
manifestando-se sob a forma clinica aguda, com quadro clinico caracteristico como febre,
anemia, hemoglobintria, edema, podendo evoluir para o 6bito; ou cronica, na qual ¢
percebida apenas a queda de rendimento do animal. Na fase cronica, os animais apresentam
parasitemias muito baixas, dificeis de serem detectadas nos esfregagos sanguineos. Nesse
caso, o diagndstico é feito através de técnicas sorologicas como Imunofluorescéncia
Indireta (IF1), Teste de Fixagdo de Complemento (TFC) e Lnzime-Linked Immunossorbent
Assays (ELISA).

A adogdo de medidas de prevengdo ou erradicagdo desta infecgdo em eqiiinos, tem
sido um grande desafio para criadores e veterinarios em varias regides do mundo. A
América do Sul e Central sio consideradas altamente endémicas mantendo um rigido
controle sanitario de fronteira, impedindo a entrada de animais soropositivos ao TFC para
as babesioses eqiiinas . Alguns paises considerados livres da babesiose eqiiina, em muitos
casos, nio estdo livres dos carrapatos vetores, portanto a entrada de um animal positivo
cronico, pode acarretar infec¢io aguda. O maior impacto econdmico se reflete na
morbidade, diminuigdo do potencial atlético, gastos com medicamentos, abortos e
mortalidade, além da possivel introdugdo de animais susceptiveis em area enzootica.

Estima-se que 90% dos cavalos existentes no mundo sejam criados em areas
endémicas para a babesiose eqilina, numa populagdo mundial estimada em 120 milhdes de
cabegas. A prevaléncia da babesiose eqiiina tem sido levantada em varios paises, onde os
resultados variam enormemente de acordo com os fatores epidemioldgicos regionais. No
Brasil, sdo vastos os estudos em babesiose bovina, porém em babesiose eqiiina poucos
trabalhos tém sido realizados, sendo que, a exportagdo de cavalos seria um grande impulso
para a equideocultura brasileira, se fossem tomadas as medidas profilaticas necessarias para
o livre trinsito e comércio de eqiinos.

O plantel eqiiino da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro apresenta-se
endémico para as duas espécies causadoras de babesiose devido a constante reinfec¢io
através dos carrapatos vetores. Ha transporte passivo de anticorpos, via colostro, para os
potros e uma certa estabilidade enzootica. A inexisténcia de uma vacina efetiva, a dificil
eliminagdo do vetor na natureza, a existéncia da infecgdo cronica em areas endémicas € o
risco de reagudizagdo dos animais portadores cronicos tornam importante avaliar o uso de
imunomoduladores com o objetivo de aumentar a resposta imune dos animais infectados.

A vitamina E (o-tocoferol) age como protetor de membrana celular, antioxidante
biologico, evita danos em fibras musculares cardiacas e esqueléticas, tendo atividade na
coagulagio sanguinea, transporte de elétrons, protegio do organismo contra metais pesados,
possuindo ainda mecanismo modulador da resposta imune dos animais, protegendo os
leucécitos e macrofagos durante a fagocitose. A suplementagio de éguas gestantes com



Stamina B pode resultar em aumento da concentragio de 1gG sérico e transporte passivo
Os potios.

Devido aos novos conhecimentos em nutrigio eqilina e a pouca informagao sobre o
uso de imunomoduladores, este trabalho objetivou o estudo da suplementagao dietética com
vitamina E, de éguas gestantes portadoras de babesiose avaliando anticorpos especificos
para Babesia equi nos soros sanguineos das éguas e seus respectivos potros, assim como a
dosagem de 1gG total no colostro.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Babesiose Eqiiina

2.1.1. Etiologia

A primeira descrigio de hemoparasitas no sangue de bovinos foi constatada por
BABES (1888), na Romeénia, regido do delta do rio Danubio descrevendo o género
Haematococcus. SMITH & KILBOURNE (1893), no sul dos Estados Unidos, mostraram
que tais agentes eram responsaveis pela “Febre do Texas”, enfermidade que ocorria em
bovinos quando descreveram o género Pyrosoma. Igualmente importante, foi a descoberta
de que a transmiss@o bioldgica por ‘piroplasmas’, estava vinculada aos carrapatos, como 0
Boophilus annulatus. O envolvimento de um artropode na transmissdo de doengas
introduziu um novo conceito de epidemiologia, abrindo caminho para o controle de muitas
enfermidades do homem e dos animais.

A nomenclatura dada por BABES como Haematococcus e por SMITH &
KILBOURNE (1893) Pyrosoma, hoje sio invalidas e um unico género ¢ reconhecido sendo
denominado Babesia (STARCOVICI, 1893). No Brasil, Fajardo em 1901, observou pela
primeira vez piroplasmas em bovinos, citado por FONSECA & BRAGA (1924), na
publicagdo técnica “Nogdes sobre a Tristeza Parasitaria Bovina”.

Por volta de 1930, algumas espécies de Babesia ja eram conhecidas como parasitas
de animais domésticos em quase todo o mundo, sendo os carrapatos seus unicos vetores.
L EVINE (1971), listou diferentes espécies de Babesia em varios animais domésticos,
elusive Babesia caballi e Babesia equi em eqiinos. CARINI (1910), assinalou a
ocorréncia no Brasil, da existéncia de piroplasmose eqiiina, baseado em manifestagdes
clinicas e exame microscopico de sangue. Na América do Sul, a Babesia caballi, foi
reportada pela primeira vez, por COSTA & MELLO (1963) no Brasil, em um eqiiino
adulto, com oito anos de idade procedente do municipio de Paracambi, Estado do Rio de
Janeiro.

Os agentes etiologios da Babesia caballi e Babesia equi pertencem a familia
Babesiidae. A Babesia caballi é uma espécie considerada como “grande” Babesia e que
apresenta forma arredondada, ovalada ou piriforme, estando quase sempre unidas por uma
das extremidades. Os trofozoitas estdo freqientemente agrupados em dois e suas dimensdes
variam de 2 a Sum de comprimento e de 1,3 a 3um de diametro (LEVINE, 1971).

A Babesia equi é uma espécie considerada “pequena”, que apresenta forma
arredondada, tendo dimensdo de 2 a 3um de diametro, caracterizando-se por apresentar
forma tetraédrica, disposta em cruz, denominada “Cruz de Malta”.

Na Babesia equi, 0s esporozoitas sao transmitidos pelos carrapatos vetores,
invadindo os linfocitos, nos quais formardo macroesquizontes e microesquizontes. Estes
Oltimos liberardao numerosos merozoitz;s que apés desintegrarem, invadem 0s eritOcitos
onde ocome sua propagagdo (SOULE, 1995). Um nimero de quatorze espécies de
ixadideos de trés géneros: Dermacenior, Rhipicephalus e Hyalomma tém sido identificados
como vetores tanto de Babesia equi quanto de Babesia caballi. Na Europa, a Babesia
caballi ¢ transmitida por cinco espécies do género Dermacentor e pelo Hyalomma




marginatum, enquanto a Babesia equi tem como vetores o Dermacentor spp., Hyalomma
spp. e o Rhipicephalus spp. (NEITZ, 19506).

A Babesia equi é transmitida apenas transestadialmente por nove espécies de
carrapatos, enquanto que a Babesia caballi é transmitida tanto transestadialmente, por
quatro espécies de carrapatos, quanto transovariamente, por nove espécies de carrapatos
(NEITZ, 1956; DE WAAL & POTGIETER, 1987; DE WAAL, 1992). Segundo RIBEIRO
etal (1995), o principal vetor da Babesia caballi no Brasil € o carrapato Anocentor nitens.
Atualmente, nio se conhece o vetor da Babesia equi, ainda que esta espécie infecte a maior
parte dos cavalos da América Latina (SOULE, 1995). LABRUNA e¢7 al. (2001), avaliando
os fatores de risco para infestagdes de carrapatos e sua ocorréncia em eqiiinos na Estado de
Sio Paulo relataram que as trés espécies encontradas sobre os eqiiinos durante o periodo
experimental foram Anocentor nitens, Amblyomma. cajennense e Boophilus microplus, em
95, 50 ¢ 10%, respectivamente.

Em estudos experimentais recentes, o Boophilus microplus vem sendo
responsabilizado como vetor (CUNHA er al, 1996), assim como os carrapatos Anocentor
attens e o Amblyomma cajennense (FORTES, 1997).

KERBER ¢ al. (1999), demonstraram que a Babesia equi é capaz de desenvolver
seu ciclo no Boophilus microplus com transmissio transestadial e, embora o Boophilus
microplus infeste principalmente bovinos, também pode ser encontrado nos eqiiinos criados
juntamente com bovinos (STILLER & COAN, 1995).

2.1.2. Distribui¢io

A distribui¢io mundial da babesiose eqiiina coincide com a distribuigdo dos
carrapatos vetores comuns a ambas espécies, embora a Babesia equi parega ter maior
distribuicio do que a Babesia caballi (LEVINE, 1971). A Babesia equi e a Babesia caballi
ocorrem em Portugal, Espanha, Franga, Bélgica, Italia, grande parte da Russia, assim como
no continente Africano, América Central e do Sul (FRIEDHOFF, 1982). A Australia é
considerada area livre da doenga, entretanto a Babesia equi foi levada aquele pais através
de importagio de cavalos espanhois, mas em uma area que nao continha carrapatos vetores
(MAHONEY et al., 1967). Ambas espécies foram introduzidas nos EUA, em 1958 quando
cavalos provenientes de Porto Rico foram importados, porém restritos em quarentena (DE
WAAL, 1992).

PFEIFER BARBOSA ef al. (1995), relataram prevaléncia de 100% de soropositivos
para Babesia equi e 65,5% para Babesia caballi em potros do Estado do Rio de Janeiro.
Seoundo HEUCHERT er al. (1999), a titulagdo de anticorpos nos potros persiste de 1 a 5
meses para Babesia equi e de 1 a 4 meses para Babesia cqballi. Segundo RIBEIRO &
LIMA (1989), ambas as espécies de Babesia sio endémicas no Brasil, devido a alta
infestagdo de carrapatos nos cavalos, chegando em algumas regides a 100%.

Estudos epidemiologicos realizados por TENTER & FRIEDHOFF (1986)
utilizando soros sangiiineos de eqiiinos provenientes dos Estados do Rio de Janeiro e
Espirito Santo, demonstraram que 16 e 18 animais estavam positivos para Babesia caballi e
Babesia equi, respectivamente. RIBEIRO & LIMA (1989), relataram a frequéncia de
80,1% para Babesia equi em 306 soros do Estado de Minas Gerais. No Brasil, varios
autores encontraram anticorpos especificos para Babesia equi e Babesia caballi em animais
reagentes a IFI e ao TFC especialmente, na regido Sul (KERBER e al. 1999), na regido




Sudeste PFEIFER BARBOSA e¢r al. (1992, 1995); BITTENCOURT e/ al. (1997);
HEUCHERT er al. (1999); COSTA PEREIRA (1 999): BOTTEON (2003); e na regido do
Centro-Oeste LINHARES, (1994).

Estas regides congregam os maiores centros de criagio de eqiideos atletas, com
destaque para os Estados do Rio Grande do Sul, Parana, Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Em
todas elas, os carrapatos Anocentor nitens, Amblyomma cajennense ¢ Boophilus microplus,
ocorrem parasitando principalmente eqiiinos e bovinos. No Brasil, a babesiose eqiiina ¢
considerada relativamente freqiiente, sendo a maioria dos casos, quase sempre causada por
Babesia equi (LINHARES, 1994, PFEIFER BARBOSA et al., 1995; BITTENCOURT ef
al, 1997). A Babesia caballi parece ser, segundo estes autores, uma espécie de baixa
parasitemia e prevaléncia tdo alta quanto para Babesia equi no continente americano,
principalmente, na América do Sul, sendo frequente nos continentes Europeu e Asiatico.

Paises como Estados Unidos, Canada, Japdo e Australia ndo permitem a entrada de
animais positivos para babesiose, conforme as normas do United States Departament of
Agriculture (USDA), internacionalmente reconhecidas. Esses paises estdo livres do agente
ctiologico, mas ndo dos agentes transmissores, portanto, animais positivos poderdo levar a
doenca para animais sem imunidade especifica resultando em infec¢do aguda e até morte
dos animais (KNOWLES, 1996a).

Scgundo KNOWLES (1996a), a babesiose eqiiina é considerada no mundo inteiro,
como principal impedimento para trdnsito internacional de cavalos. Somente 10% da
popula¢io mundial de eqiiinos habita areas livres da doenga e entre estes paises estdo o
Japdo, Canada, EUA e Australia, que possuem uma industria eqiiina desenvolvida. Assim,
cavalos procedentes de areas endémicas sao impedidos de entrar em areas endémicas, seja
para competigdes temporarias ou por aquisi¢io definitiva. No Brasil, a exportagdo de
cavalos seria um importante impulso para a eqiiideocultura, entretanto as barreiras
sanitarias e a ocorréncia de babesiose equina constituem um grande entrave para a

aceitagao desse produto no exterior.

2.1.3. Importincia

A populagio mundial de cavalos ¢ estimada em 120 milhdes de cabegas, sendo que
90% dos animais sio criados em areas endémicas para babesiose (SCHEIN, 1988). No
nosso pais, em 1996, o IBGE estimou cerca de 7.179.672 cabegas de equinos, asininos e

muares.
Segundo PFEIFER BARBOSA et al. (1995), verificaram elevada prevaléncia de

babesiose equina, no Setor de Eqiinocultura da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), observando que a soropositividade ao TFC em 60 equinos, era de 96,7%
para Babesia equi e 61 ,7% para Babesia caba{li. CUNHA et al. (1996), avaliando criagdes
de equinos PSI, no Rio Grande do. Sul, verificaram a freqiiéncia de 57,9% de animais
SOropositivos para Babesia equi utlhzand_o o teste de IF1, sugerindo que os criatorios
estudados sdo endémicos a Babesia equi, citado por COSTA PEREIRA (1999).

O maior prejuizo que a doenga acarreta em areas endémicas é a diminuigdo do
desempenho em animais de esporte, pois animais portadores cronicos, tém um nivel de
desempenho inferior a0s animais negativos (KE!{BER, 2001). A diminuigdo do potencial
atlético se baseia no fato de que 0s portadores cronicos apresentam varios graus de anemia,
podendo haver reagudizagoes periédicas, levando os animais a fracassos inesperados. Além




disso, devem ser considerados os prejuizos decorrentes de gastos com tratamentos, abortos,
deficiéncia renal, colicas, enterites e mortes devido a infecgdes agudas ou congénitas (DE
WAAL, 1992). Os casos agudos ndo sdo muito comuns em areas endémicas, mas podem
ser observadas reagudizac¢des de quadros cronicos em situagdes de estresse decorrentes de
treinamento, doengas intercorrentes, viagens e competigdes.

Os fatores responsaveis pela transmissao intrauterina nao estio bem definidos, mas
um deles é que, lesdes nos vasos sanguineos poderiam facilitar a transmissdo de Babesia
spp intrauterina (NEITZ, 1956, DE WAAL, 1992). A transmissdo intrauterina da Babesia
cqui ¢ da Babesia caballi podem ocorrer, sendo que abortos sdo mais {requentes em
infecgdes por Babesia equi. O neonato geralmente apresenta eritrocitos parasitados, anemia
¢ ictericia (NEITZ, 1956). O neonato pode ainda nascer de égua infectada e nao ser
portador do agente, e apés a amamentagdo recebe anticorpos passivos (DONNELY et al.,

1982).

2.1.4. Enfermidade

A infec¢do por Babesia spp. em eqiiinos ocorre de trés formas clinicas bem
caracteristicas: a hiperaguda, a aguda e a crénica. A babesiose hiperaguda e a aguda
tornam-se de baixa incidéncia em regides endémicas, devido ao fato do animal apresentar
imunidade passiva e ativa (HAILAT et al., ] 997). Nestes quadros clinicos, a hemoglobina
liberada pela hemolise, converte-se em pigmento biliar e, 0 excedente ¢ depositado nos
tecidos moles, como mucosa e subcutaneo, resultando em ictericia. O excesso de
hemoglobina € eliminado pela urina ocasionando hemoglobinuria. O 6bito de animais deve-
se a destrui¢do de eritrocitos e obstrugdo dos capilares dos 0rgaos viscerais pelas hemacias
parasitadas, parasitos e detritos celulares. A associagdo destes fatores produz metabolitos
toxicos e anoxia, cujos efeitos sao letais. Na necropsia, observa-se subcutidneo ictérico,
emacia¢ido e edema, actmulo de fluidos nas cavidades fechadas, em especial no saco
pericardico e cavidade peritonial, esplenomegalia, hepatomegalia, estomago e intestinos
hemorragicos. Na fase cronica, o animal se torna portador assintomatico (KNOWLES,
1996b).

O estado portador ¢ definido pela presenga dos parasitos nos 0rgaos linfoides, como
0 bago e os animais apresentam baixa taxa de anticorpos especiﬁcos,} enquanto os parasitas
apresentam-se em laténcia. Durante 0 estado latente, ocorre um equilibrio entre a resposta
imunologica do animal e 0 parasita. Em situagoes de estresse ou terapéutica que tenha
efeito imunodepressor, 0S parasitas se multiplicam,.retomando a fase aguda, com os
animais apresentando 0s sintomas clinicos cargcteristlc;os (SOULE, 1995). O periodo de
incubagdo de infecgdo natural variade 12 a 19 dias, em infecgdes por Babesia equi, e de 10
a 30 dias em infecgdes por Babesia caballi (DE WAAL, 1990).

Durante a infecgdo, 08 merozoitos conseguem penetrar na célula hospedeira. Eles
adamente, e por conseqiiéncia produzem alteragdes morfologicas nos
o. As hemacias, as plaquetas e a concentragdo de hemoglobina estdo
feccdes (DE WALL & POTGIETER, 1987). Segundo RUDOLPH
dos de infec¢do por Babesia equi, o leucograma apresenta
os valores da proteina plasmatica total ndo sdao alterados. Uma
to e o titulo de anticorpos durante a fase aguda foi

multiplicam-se, assexu
eritrocitos do hospedei.r
reduzidas em todas as in
et al. (1975), apOs €asos agu
monocitose € eosinopenia e valc
relacdo inversa entre O hematocri




observada por (CUNHA er al., 1998), entretanto, ndo houve alteragoes significativas
durante a fase cronica.

2.1.5. Diagnastico

Para detecgdo da babesiose, por ocasido de importagdes e exportagoes de cavalos e
movimentac¢do eqiiestre realizados no pais e no exterior, varias técnicas sorologicas sao
utilizadas como TFC IFL e ELISA, segundo a Organizagdo Internacional de Epizootias
(OIE, 2001). A técnica do esfregago sanguineo corado possui reduzida sensibilidade na
deteccdo dos parasitos nas baixas parasitemias e depende da habilidade do examinador na
identificagio das diversas formas evolutivas do parasito (CUNHA e/ al., 1998). PORTZ et
al. (2002), avaliando esfregagos sanguineos obtidos de diferentes pontos de colheita,
orelha, cauda e veia jugular em seis éguas portadoras cronicas de babesiose eqiiina, antes €
apos exercicio; observaram que nos animais em repouso, nao houveram diferengas entre 0s
locais de colheita; e que apos o exercicio, o numero de eritrocitos parasitados foi maior nos
esfregacos sanguineos de veia jugular, o que pode ser justificado pela contragio esplénica.

O uso extensivo de varios ensaios sorologicos tem revelado que a sensibilidade e/ou
especificidade de cada teste depende, entre outros fatores, do preparo do antigeno utilizado.
A fonte primaria de antigeno de Babesia sp. para muitos destes testes sorologicos € o
sangue total de animais infectados, colhido no pico da parasitemia. E de fundamental
importdncia que a amostra usada na infecgao experimental seja semelhante tanto quanto
possivel a amostra natural isolada. Por outro lado, é necessario para isolamento de antigeno
de Babesia spp., altas parasitemias e que sio obtidas somente em animais
esplenectomizados, imunodeprimidos por drogas ou com passagens seriadas em animais
esplenectomizados (MAHONEY, 1977). Um aumento do nimero de passagens em animais
esplenectomizados pode reduzir a especificidade de antigenos (CURNOW, 1973).

Atualmente, utiliza-se a Reagdo Polimerasica em Cadeia (PCR), porém, nos casos
cronicos podem ocorrer falsos-negativos, devido a pouca quantidade de DNA (KERBER,
2001). BASHIRUDDIN ez al. (1 999) através do teste de amplificagdo de parte do gene 16S
rRNA por PCR detectou a presenga de Babesia caballi e Babesia equi no sangue de
cquinos europeus e revelou que uma parasitemia de aproximadamente 0,000083% foi
detectada pela técnica de PCR para Babesia equi comparada com limites de 0,001%
reportado pelo exame do esfregago sanguineo corado.

A Organizagdo Internacional de Epizootias (OIE, 2001) recomenda como métodos
padroes de diagnostico para babesiose os testes sorologicos de TFC, IFI e ELISA. Apesar
de existirem varios testes para detecgao de anticorpos contra Babesia spp., somente o TFC,
a IFI e o ELISA tém sido utilizados rotineiramente para Babesia equi (BOSE et al., 1995).
O TFC pode apresentar desvantagens incluindo re"sultados falsos-negativos e pouca
sensibilidade para detecgdo de infecgdo latente (BRUNING, 1996). Uma razio primaria
para que ocorram resultados falsos-negativos no TF(; seria a presenga da imunoglobulina
da classe do IgG(T), que nio fixa complemento, e € encontrada com facilidade em soro
eqitino (Mc GUIRE et al., 1971). AIFI mostrou ser uma técnica sorologica importante, mas
dependente da habilidade do examinador e do periodo de shelf life das laminas, que ¢
aproximadamente de um ano. o ’

O ELISA tem demonstrado ser a técnica mais sensivel e eficiente possibilitando a
analise de um grande numero de amostras, entretanto revela varias reagoes cruzadas entre




Babesia caballi e Babesia equi (PFEIFER BARBOSA ¢t al., 1995, SHKAP et al., 1998). O
ELISA ¢ um teste mais sensivel do que a IFI e o TFC, sendo utilizada na detecgao de
anticorpos anti-Babesia sp em animais recém-infectados ou em estagio de doenga cronica
(MACHADO, 1991). A sensibilidade do ELISA decorre da preparagdo do antigeno com
100% de eritrocitos parasitados por Babesia equi e pela escolha da microplaca (BOSE &
PEYMAN, 1994). A formagio de imuno-complexos ligados a membrana do eritrocito
parasitado por Babesia spp pode causar reagoes falso-positivas ou reagdes duvidosas no
ELISA (MACHADO, 1991).

Segundo BOTTEON (2003), a precisio da IFl e do ELISA indireto para Babesia
equi foi de 96,15% para ambos os testes. A sensibilidade do ELISA foi de 98,3% e da IF]
de 96,6% concordando com os trabalhos de (BOSE & PEYMANN, 1994). Outra técnica, a
de Western Blotting tem sido utilizada como confirmatoria do ELISA, ndo apresentando
reacdes cruzadas entre Babesia equi e Babesia caballi (PFEIFER BARBOSA ez al., 1995).

2.2. Imunidade em Egiiinos

O estudo da imunidade a infecgdo por babesiose torna-se importante para a
clucidagdo dos mecanismos de resposta humoral. A sorologia tem se mostrado
Lsubstituivel devido as dificuldades na detecg@o dos parasitas em esfregagos de sangue de
:"1111111&1’5 cronicamente infectados, além de ser um instrumento para verificagdo do grau de
imunidade estabelecida apos infecgao natural (MACHADO, 1991).

Nos ungulados, a transferéncia da imunidade passiva se da no periodo pos-natal, ou
seja, a placenta do tipo epiteliocorial presente nos eqiiinos, impede a passagem de
erna para a fetal, fazendo com que suas progénies nasgam com
auséncia ou niveis insignificantes de anticorpos. A 1gG e IgG(T) sdo as principais
imunoglobulinas presentes no colostro dos animais sendo mobilizadas do sangue materno
para a glandula mamaria (JEFFCOTT, 1972).

ROUSE & INGRAM (1970), analisando amostras de colostro de éguas poneis
mamada, observaram que a proteina total do colostro era duas

| (PT) do soro das éguas. Nesse mesmo estudo, 0s autores
de IgG variava de 31 a 60mg/ml, o que correspondia de
olostro, demonstrando que ocorre redugdo acentuada de

PT e IgG no colostro com 0 passar do tempo apos o parto: de zero a trés horas, 40% da PT
corresponde a IgG; 24 horas apOs o parto apenas 8,8% da PT corresgondg a IgG e no quinto
dia apos o parto, 2.13% da PT corresponde a IgG. Durante as trés primeiras horas pos-
parto, 40% da proteina bruta do colostro corresponde a IgG (LE BLANC et al., 1986).

Um método eficaz para a dosagem de PT no colostro f’: 0 Micro-Kjedhal, onde a
proteina total presente no leite pode ser calculada c?mo nitrogénio protéico, multiplicado
velo fator 6.38 (MEO-SCOTONI & MACHADO NETO, 1992). .

A composi¢ao do colostro pode variar em fungdo de fatores como a individualidade
do animal, raga, numero de lactagdes, idade e manejo (MACHADO NETO, ZQOI).
Segundo TOWNSEND e al. (1983), a indugao do parto em €guas, afet'a a transferéncia de
imunidade passiva, visto que a indugdo dg parto resultqu em obito dos potros e a
concentragio média de 1gG nos potros nascidos de partos induzidos fot menor que nos
potros controles. As explicagdes para €sses resultados devem-se ao volume inadequado de

anticorpos da circulagdo mat

obtidas antes da primeira
vezes maior que a proteina tota
verificaram que a concentragao
21,9 a 43,5% da proteina total doc




colostro produzido; absor¢do inadequada pelo potro, devido a seu baixo vigor fisico
1ssociado com outros fatores tais como a variagdo entre individuos.

A imunidade celular como controle da parasitemia, ainda nio esta bem definida. Os
potros recebem anticorpos passivos, via colostro, conferindo uma opsonizagio do parasito
por granulécitos e macrofagos, ligagdo da fragio Fc dos anticorpos e c€lulas citotoxicas.
Certamente, para a obtengdo de uma vacina efetiva para Babesia equi, mais estudos sobre o
real mecanismo imunitario devem ser feitos (KNOWLES, 1996b). A presenga de
anticorpos em cavalos adultos e jovens de um determinado local indica uma area de
estabilidade enzootica, entretanto podem haver reagudizagdes através do constante contato
com o carrapato, por queda na imunidade e desaparecimento dos anticorpos maternos em
potros acima de trés meses e que se infectaram no seu primeiro ano de vida (RIBEIRO er
al., 1999). Os potros desenvolvem condigdes de portadores assintomaticos devido a
prote¢do adquirida pelos anticorpos maternos do colostro durando até cinco meses €, com
posterior produgdo de imunidade ativa (ZAUGG & LANE, 1989).

A babesiose neonatal pode se caracterizar por fraqueza ao nascimento, anemia,
ictericia, letargia para mamar o colostro e febre (ERBSLOH, 1975). Segundo PASSOS et
al. (1999), os potros recém-nascidos tornam-se sorologicamente positivos para Babesia
equi apos a ingestao de colostro, entretanto 42% destes permanecem negativos para
Babesia caballi, até 36 horas apos o nascimento. RIBEIRO er al. (1995), observaram
flutuagdes periodicas dos niveis de parasitemia de Babesia equi € Babesia caballi
associadas a variagdes significativas do volume globular sangiiineo, em potros lactentes de

rebanho eqiiino com babesiose endémica.

2.3. Imunomodulagao

infecgdo cronica em areas endémicas, o risco de
reagudizagdo dos animais portadores cronicos, a inexisténcia de»uma vacina efetiva e a
dificil eliminagdo do vetor na natureza, torna-se gdequgdo o uso de imunomoduladores com
0 objetivo de aumentar a resposta imune dos animais mfect@dos.

Um imunomodulador importante pode ser a vitamina E que age como protetor de
membrana celular, antioxidante bioldgico, evita danos em fibras musc'ulares cardiacas e
esqueléticas, tendo atividade na coagulagﬁo'sanguinea, transporte de ele‘trons, proteggo d_o
organismo a metais pesados, € possui mecanismo modul'ador da resposta imune dos animais
protegendo 0s leucocitos € macrofagos durante a fagocitose (McDOWELL, 1989; CHEW,

1995). A vitamina E regula a fungao fagocitica das células brancas e sua fungdo
' imune mais eficiente mantendo a integridade de

antioxidante permitindo uma resposta 1 i ente: '
células e tecidos (AZIZ & KLESIUS, 1986). A agdo da vitamina E torna-se importante na

integridade das membranas celulares, pois.evita a pefoxidagﬁo, principalmente na
membrana mitocondrial, onde estdo as enzimas envolvidas na produgdo de energia
(CRANDELL, 2000). ~

KOTT et al. ( 1998), demonstrou que a Euplemen.tac,:ao de oyelhas gestantes com
vitamina [, durante 0 periodo final da gestagdo, reduziu a .monallda(.ie dos neonatos,
enquanto GENTRY ¢! al. (1992), reportaram que carneiros nascidos de ovelhas
as com vitamina E apresentaram elevaqap dq nivel de IgG sérico. Segundo
s suplementados com vitamina E apresentaram aumento de
a imune humoral sugeri ndo maior protegdo contra patogenos.

Devido a existéncia da

suplementad :
REDDY ef al. (1986), bovino
mediadores celulares € respost




A vitamina E reduziu a sintese de certas prostaglandinas e corticoides, que initbem a mitose
de linfocitos, no soro de ratos (REDDY e/ al., 1986). Enquanto REFFET er al. (1988),
observaram aumento nos niveis de IgG apos suplementagdo de cordeiros com vitamina E,
desafiados com o virus Parainfluenza 3.

A suplementagio de ovelhas prenhas com capsulas gelatinosas de vitamina E, via
oral, conferiu transferéncia de a-tocopherol aos cordeiros, via colostro (DANIELS er al.,

2000); enquanto GENTRY e/ al. (1992), reportaram que cordeiros nascidos de maes

suplementadas com vitamina E apresentaram maior ganho de peso aos 30 e 90 dias pos-

parto
} .

sendo tambem encontrado em forrageiras frescas e verdes e cereais, sendo necessario
suplementagio dietética com acetado de a-tocopherol (FRAPE, 1998). As taxas de
absorcdo dos tocoferdis e tocotrienois sdo, em geral, relativas a suas poténcias biologicas
antioxidantes. O tocopherol atravessa a glandula mamaria, e assim a dieta da fémea
influencia na reserva de vitamina E do filho ao nascimento através do colostro materno
(McDOWELL, 1989). Entretanto, apenas 2% da vitamina E dietética € transferida da
alimentagdo para o leite. A vitamina E no plasma ¢ ligada principalmente a lipoproteinas da
fragio globulinica.

Bovinos suplementados com a-tOquhefol apresentaram aumento da mitose de
linfécitos T e B (REDDY e/ al., 1987). A vitamina E associada ao selénio e aplicada em
ovinos portadores de Brucella ovis mostraram aumento de anticorpos (AFZAL et al,
1984). . :
com vitamina E tem sido recomendada para potros, de 100 a
a cavalos de lazer e de 200 a 300mg, para cavalos de corrida, em
doses diarias calculadas para cada 100Kg de peso vivo (CRANDELL, 2000). Segundo
HOFFMAN e al. (1999), ha um aumento s;gn_nﬁc_atlvo na concentragdo de 1gG no soro de
¢guas gestantes suplementadas com 160 Ul vitamina E/I\g/dlal, com conseqliente aumento
da concentragdo de [gG nos soros dos potros nasc;dos dessas éguas. o .

A deficiéncia de vitamina E pode causar distrofias musculares, }'edu21da imunidade
placenta (LEWIS, 1995). O uso de imunomoduladores,

a doengas, abortos € retencgdo de , . ¢ ul
sempenho de éguas portadoras de infecgdo cronica por

nortanto, poderia aumentar o desem ’ :
habesiose. incrementando a resposta imune de éguas e potros lactentes.

A suplementag¢ao
120mg, de 60 a 80mg, par
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localiza¢cao do Experimento

O experimento foi realizado na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica-RJ, com éguas gestantes das ragas Mangalarga Marchador e Bretio Postier do
Setor de Eqiiinocultura do Instituto de Zootecnia, no periodo de agosto de 2001 a julho de
2002. Foram utilizadas oito éguas da raga Mangalarga Marchador e quatro éguas da raga
Bretdao Postier, identificadas em fichas individuais listando o nome, a 1dade, a raga e a data
de cobri¢do dos animais.

No ter¢co final da gestagio e durante a lactagdo, as €guas receberam ragdo
concentrada correspondente a 0,5% de peso vivo de cada animal e, foram mantidas em
pastos de capim Colonido durante o dia e, a noite, foram recolhidas em piquetes para
observacdo do parto.

A ragdo foi fornecida visando atender as exigéncias nutricionais descritas no
National Research Council (NRC, 1989). A composigdo quimica da ragdo concentrada e do
volumoso pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do quimica da ragao concentrada e do volumoso, expresso na base
da matéria seca (MS).

Ragao Concentrada

Composigao Volumoso
Gestagdo Lactagido
Matéria seca (%) 933 93,8 31,36
Proteina bruta (%MS) 15,1 13,8 12,3
Matéria mineral (%MS) 7,3 6,6 6,8
FDN (% MS) ok oA 634
FDA (% MS) - ¥ 31,5
3.2. Tratamentos

As ¢éguas foram distribuidas em trés tratamentos descritos a seguir:
TRATAMENTO I (Grupo Controle): foram utilizadas quatro éguas da raca Mangalarga
mantidas em pastos de capim colonido, e suplementadas com ragdo
concentrada em quantidades equivalentes a 0,5% do peso vivo, durante 30 dias pré-parto;

-1 : da raga Mangalarga Marchador
TRATAMENTO II: foram utilizadas quatro eguas da Tdgd V7 : A
consumind}fyl\iiiga semelhante a do grupo controle, com adi¢@o diaria na dieta de 80 mg de
vitamina E/100Kg de peso vivo, durante 30 dias pré-parto. TRATAMENTO III: foram

p - - dieta semelhante a do grupo

iza 3 Bretao Postier, consum_mdo |

(l:l(t)l llt Clias quatrg.eguadsig?ar?lzadieta de 80 mg de vitamina E/100Kg de peso vivo, durante
ntrole, com adig@o

30 dias pré-parto.
A administragao
amostras das éguas, © fi

Marchador,

niciou-se apos a segunda semana de colheita de

itamina E 1 3
de vita mente ao parto. Os potros ndo foram

nalizou-se anterior
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suplementados com vitamina E na dieta, entretanto ha pas;osagem pass_ivg de a-tocopherol,
via colostro. A Vitamina E, em p6 foi cedida pela ROCHE", e pesada individualmente para
cada animal e oferecida juntamente com a ragdo, pela manhd, uma vez a0 dia.

Na Tabela 2, podem ser observados os valores médios do peso vivo das éguas e das
quantidades de ragdo concentrada, volumoso ¢ vitamina E ingenida. As quantidades
ingeridas de volumoso foram estimadas segundo o NRC (1989) e os teores de vitamina E
nos alimentos concentrados (milho, farelo de trigo e farelo de soja) e volumoso (capim
colonido) foram estimados segundo o NRC (1989) e ALLISON & LAVEN (2001).

Tabela 2. Valores médios do peso vivo, das quantidades de ragdo concentrada, do
volumoso e da vitamina E presente nos componentes da dieta (concentrado e
volumoso), das éguas das ragas Mangalarga Marchador (MM) e Bretdo Postier
(BP) alimentadas com dietas suplementadas com vitamina E e das éguas da raga
Mangalarga Marchador (MM) do grupo controle.

Eguas Consumo Dietético Diario (MS)
Tratamentos (PV) Concentrado  Volumoso  Total ~ Vitamina E
(Ke) (Kg) K9 (Ko  (mgKeMs) |
MM - Controle 446 2.1 52 7.3 73.5
MM -Vitamina E 416 1,9 49 6,8 124,1
BP - Vitamina E 579 2.6 6,5 7,1 1235

3.3.Cqlheita de Amostras

Realizou-se avalia¢do clinica constante dos animais utilizando pardmetros como
coloragdo de mucosas, auscultagdo abdominal, presenga de edemaabdominal e de men}bros
e mudanga de comportamento. A avaliagdo do hemgparasﬁn;m_o realizou-se através da
confecgdo de esfregagos sangiiineos, obtidos por pungao de yelajugul?.r, segundq PORTZ
(2002), os quais foram fixados em metanql e corgdps seguindo o.metodo de Glemsa ou
Pandtico Rapido Laborclin®. Os exames microscopicos foram .reahzados por microscopia
de imersio utilizando microscopio com ocular 10X e objetiva de 100. Q pamasitismo
sangiiineo foi avaliado considerando 0s indices de parasitemia pela presenga de formas

e 1 abesia equi. . o
volutu:s dellB s de ;]angue das éguas foram realizadas duas semanas antes do inicio da
s colhet

suplementagdo com vitamina E até duas semanas ap0s o parto, gm 111.11(.3rval'os de sete dxasi
obtid lheita de 5 ml de sangue da veia jugular em tubos si 1connzado§ com ge
as por cc? el Anos a coagulagdo do sangue, o soro foi separado, centrifugado a
r(Se()t;)ator & clo(il gr;lllicr)l. asgndicionados em LEppendorf e mantidos a - 20" C, até serem
Xg por ,

submetidos a técnica de ELISA"mentais nos potros foram semelhantes, com colheitas de
imentos exper! B T i

Os procfadlme antes da amamentagao, e nas semanas subsequex}tes, totahzand'o

sangue logo apos O parto, : hematolégica dos animais realizou-se em.ate 12 horas apos

doze semanas. A avaliagao dida em tubos com anticoagulante EDTA.

. eia jugular, procedic
colheita de 3 ml de]s'axzi):e:advo léucograma sequiram o protocolo de NAVARRO &
A analise hematolog
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PACHALY (1994), ¢ as concentragdes de proteina total e fibrinogénio foram determinadas
vor refratometria segundo metodologia descrita por COLES (1974). ;

Foram colhidas trés amostras de colostro de cada égua ap6s o parto: a primeira foi
colhida imediatamente apos o parto e antes do potro mamar, a segunda 24 horas e a terceira
48 horas apos o parto, respectivamente.
. As amostras de colostro foram acondicionadas em tubos FALCON®, devidamente
identificados, e armazenados a -20°C. Nessas amostras, foram determinados os teores de
odo Micro-Kedjhal, estimando-se a concentragdo de IgG,

proteina total (PT) pelo mét
MEO-SCOTONI & MACHADO NETO (1992).

segundo metodologia descrita por

3.4. Procedimentos para Obtencio de Antigeno para o Teste de ELISA

-se um ensaio imunoenzimatico para a detecgdo de anticorpos para
a descrita por BOSE & PEYMANN, (1994), modificada
para a produgdo de antigeno a partir de animais esplenectomizados. Para a produgdo de
antigeno foi utilizado um equino macho, de dois anos idade aproximadamente, proveniente
do Curral de Apreensdo da UFRRJ. Este animal for conduzido ao Setor de Grandes
Animais do Hospital Veterinario da UFRRJ, Qllde foi_ vem]i‘fugado e pulverizado com
carrapaticida. Apos este procedimento, © animal foi mantido em baia individual e
submetido ao tratamento de quimioesterilizagdo contra Babesia caballi, com diminazene
(Beronal®), na dose de Smg/kg, em duas aplicagdes, com intervalo de 24 horas. Apos a
medicagio, o animal foi mantido em isolamento, e submetido a pulverizagdes semanais de
carrapaticida, até a realizagao da esplenectomia, executada segundo protocolo cirirgico

descrito por BOTTEON (2003). | | ~

No 10° dia apés a esplenectomid, fez-se a moculagao de.4ml de uma amostra com
aproximadamente 30% de células parasitadas por lfa()e.s'la'e?ql.tl, procedente da UNESP—
Campus de Jaboticabal, ¢ quando a parasitemia atingiu  80%, foram colhidos
aproximadamente dois litros de sangue total diluido na proporgdo de 1:1 em solugdo de
Alsever (ANDRADE, 2000). O sangue obtido foi processado no labc~>rat(’>r|o de Viroses
Veterinarias da UFRRJ e na UNESP-Campus Jaboticabal, para produgio de antigeno para
0 teste de ELISA. .

No concentrado de hemaci
desprezando-se o sobrenadante €. 0
consecutivas. O sedimento final, conten
de 1:4 e, esta suspensdo foi submetida a
nitrogénio liquido e descongelamento €M b

Desenvolveu
Babesia equi, segundo metodologi

as obtido, 0s eritrocitos foram submetidos a lise,
sedimento foi lavado e centrifugado por trés vezes
do os merozoitos foi resuspenso em PBS na razio
sete ciclos sucessivos de congelamento em
anho-maria a 37 °C para lise dos merozoitos. O

i de Babesia equi foi aspirado e a concentragdo
sobrenadante contendo ©O antigeno bruto ’ . ‘ i
protéica do antigeno bruto foi dosada pelo metocli.o de Folin-Lory (1951) citado por
BOTTEON (2003) ajustando-se @ concentragdo proteica para 100ul/ml de PBS. O antigeno

obtido for separado em aliquotas € liofilizado até 0 momento do uso.

¢ ELISA Indireto para Detec¢io de Anticorpos de Babesia equi

de antigeno, SOTO controle positivo, soro controle negativo e
das através de titulagio em bloco, em quatro diluigdes de
15ug/ml e 20ug/ml, quatro diluigdes de soros positivos e

3.5.Técnica d

As diluigdes otimas
conjugado foram determind
antigeno, Sug/ml, 10pg/ml,
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negativos de 1:100 a 1:8300 e diluigdes do conjugado (anti-horse IgG SIGMA"™ namero
A0918) de 1:500 a 1:8000, respectivamente. Como branco, empregou-se a leit_ura de
orificios contendo todos os elementos da reagdo com excegao do soro equino. Considerou-
se como positivo as reagdes que apresentaram densidade Optica maior que as médias dos
controles negativos acrescidas de dois desvios-padrdo. A leitura da reagao foi realizada em
espectrofotometro para ELISA (Labsi's.temsw IEMS Reader MF), com filtro de 405 nm.
Utilizou-se a microplaca (NUNCLONIM Surface”) para a técnica de ELISA, devido a sua
confiabilidade.

Inicialmente, fez-se a adsorg¢do do antigeno na microplaca de ELISA onde foram
adicionados a cada cavidade das microplacas, 100ul de antigeno diluido em tampao
Carbonato-bicarbonato de sodio 0,05 M pH 9,6 (ANDRADE, 2000) ajustando-se sua
concentra¢io protéica para 10pg/mL. As microplacas foram incubadas, em cimara (imida,
a 37°C por doze horas. Posteriormente, entre cada etapa, as placas foram submetidas a trés
lavagens utilizando o tampao PBS 0,01 M pH 7,4 contendo 0,05% de Tween 80
(ANDRADE, 2000).

O bloqueio das microplacas foi realizado pela adigdo de 200ul em cada cavidade
com o tampdo PBS Tween 80, adicionado de 6% de leite em p6 desnatado. Incubou-se em
camara umida, a 37°C, por duas horas. Os soros teste e os soros de referéncia positivo e
hevativo foram ensaiados em duplicata na diluigdo 1:100 em tampdao PBS Tween 80
adicionado de 5% de leite em po desnatado. Apoés a adigdo de 100ul dos soros diluidos, as
microplacas foram novamente incubadas em cimara umida. Adicionou-se a cada cavidade
das microplacas 100ul de conjugado na diluigdo de 1:1000 em tampdo diluente (PBS
Tween 80 adicionado de 5% de leite em pod desnatado), com as microplacas novamente
incubadas em camara imida.

Foram, entdo, adicionados a cada cavidade das microplacas, 100ul de solugio de
substrato da reagio (fosfatase alcalina) diluido em tampdo Dietanolamina (ANDRADE,
2000). Incubou-se a reagdo por 45 minutos e a leitura da reagio foi realizada em um
espectrofotdmetro para ELISA com filtro de 405 nm, adotando-se como branco da reagao, a
cavidade da microplaca que continha todos os elementos da reagio, exceto o soro eqiino.

A atividade imunologica em cada soro no teste de ELISA indireto foi calculada de
acordo com o seu valor A/P (amostra em relagdo ao positivo). O valor A/P de cada amostra
de soro na diluigdo 1:100 foi obtido, levando-se em consideragio os soros de referéncia
positivos e negativos também na diluigdo de 1:100, de acordo com a seguinte formula:

Absorbancia média da amostra - Absorbancia mcdia do soro referéncia negativo

AP = PO T e —
Absorbancia média do soro de - Absorbancia média do soro de referéncia
referéncia positivo negativo

Os valores A/P foram agrupados em indices de ELISA (IE), que variam de zero a
nove. O limite maximo do nivel zero foi determinado pela médlg dos valores A/P de SOros
: i, acrescido de dois desvios padrdo. A partir desse

de animais nio imunes a Babesia equ | i
mite. o6 ntarvale dices de ELISA foram definidos pelo acréscimo de

limite, os intervalos entre 0s outros in

35% , segundo descrito por MACHADO (1991).




3.6. Delineamento Experimental e Anilises Estatisticas

amento inteiramente casualizado com trés tratamentos em
s, onde os tratamentos (suplementagio dietética ou ndo com
parcelas e o tempo (semanas) nas sub-parcelas.
hematologicos e sorologicos das ¢guas, foram utilizados
como parametro de tempo, seis semanas eqiidistantes, onde as semanas de um a quatro,
correspondem ao ultimo més de gestagdo, a semana cinco corresponde a semana da
ocorréncia do parto, € a semana seis, corresponde a primeira semana pos-parto.

Na analise dos pardmetros hematoldgicos e soroldgicos dos potros, a primeira
semana refere-se a colheita das amostras antes da amamentagdo do potro e, as semanas
subseqiientes correspondem a 3% 5% 7°,9"e 11" semana de idade.

Os valores de proteina total e 1gG do colostro foram submetidas a analise de
varidncia em arranjo de parcelas subdivididas, onde os tratamentos 1, 2 e 3 correspondem

aos potros nascidos das éguas do Grupo controle e das éguas das ragas Mangalarga

Marchador e Bretdo Postier, respectivamente, cujas dietas foram suplementadas com
vitamina E. Os valores médios obtidos foram analisados nas parcelas, € 0 tempo expresso

em horas pos-parto, nas subparcelas. . _

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e os valores médios
comparados pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os respltad‘os h,ematolégicos das
éguas e potros, avaliados em fungao das semanas, foram submetidos a analise de regressao,
adotando o nivel de significancia de 1% de probabilidade, utilizando o programa Sistema
e Analises Estatisticas € Genéticas - SAEG (UFV, 2000). '

Os resultados dos esfregagos sangiiineos para pesquisa de Babesia equi foram
comparados com 0S resultados do teste sorologico de ELISA mdlrt;t.o, utilizando todas as
semanas do periodo experimental, das éguas ¢ dO.S potros. Utilizou-se o teste nao-
paramétrico de McNemar, de duas amostras relacionadas, do programa BioStat 2.0
(AYRES er al., 2000).

Foi utilizado um deline
arranjo de parcelas sub-dividida
vitamina E) foram analisadas nas

Na analise dos pardmetros




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacao de Carrapatos Colhidos Durante o Experimento

A estagdo de parigdo das éguas ocorreu no periodo de agosto de 2001 a junho de
2002, coincidindo com a época de altas infestagdes nas pastagens de larvas, ninfas e adultos
de ixodideos, propiciando a infestagdo dos potros nos primeiros dias de vida.

Durante o periodo experimental, foram colhidos carrapatos dos animais para
identificagdo, observando-se a presenga de Amblyomma cajennense e Anocentor nitens, ¢,
auséncia de Boophilus microplus. Estes eqiinos ndo foram criados juntamente com
DOVINOS.

Com o aumento da populagdo de larvas e ninfas no inverno, a transmissao ocorre na
primavera e verdo, na fase adulta, portanto a alta infestagdo de carrapatos nos equiinos
justifica a denominac¢do de area endémica para a babesiose eqiiina, no plantel da UFRRJ
(PFEIFER BARBOSA er al., 1995).

4.2. Estimativa da Concentrag¢ao do IgG do Colostro

O parto das éguas foi assistido, e as amostras de colostro, de aproximadamente
50ml, foram colhidas antes do potro mamar e, com 24 e 48 horas pds-parto. As amostras
foram analisadas quanto a concentragdo de proteina total (PT), pelo método de Micro-
Kjedhal, considerando o fator de conversdo de 6,38.

Na Tabela 3 podem ser observados os valores médios da proteina total e IgG no
colostro das éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier cujas dietas foram
suplementadas com vitamina E.

Tabela 3. Valores médios das concentragdes de IgG e proteina total (PT) no colostro das
éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier alimentados com
dietas suplementadas com vitamina E.

Tratamentos
Tempo . : Média .
Controle VitE VitE (%)
MM MM BP
IgG (mg/ml)

Parto 10,2 9,6 10,2 10,0a
24h 0,5 0,4 0,3 0,4b 70,0

48h 0,3 0,4 0,4 0,3b

PT (%)

Parto 25,5 239 25,5 25,0a
24h 5,4 4.0 3,1 4,2b 60,1

48h 3,5 4.1 4,0 3,8b

Médias scguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05)
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Os valores médios da concentraga 3
. . ¢ao de IgG, em fungdo do tem i A
ilustrados na Figura 1. ¥ po de colherta estio

1gG colostral (mg/dl)

0 24 48

Tempo (horas pos-parto)

Figura 1. Valores médios do IgG colostral das éguas em fungdo do tempo de colheita

em horas pos-parto

ao tempo de colheita do colostro, observou-se que as concentragdes de
do inicio da amamentagdo, comparando com as amostras
rdando com LE BLANC er al, (1986) e ROUSE &
¢io de PT e IgG no colostro com o passar do

Em relagdo

PT foram maiores (P<0,05) antes
coletadas as 24 e 48 horas, concordanc
INGRAM (1970), que relataram diminui
tempo apods o parto. o
Nio foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos na

% dicando que ndo houve resposta imumoestimulad

concentracio de PT e 1¢G colostral, indican : ora
da vitamiﬁa E no colostro das éguas. Estes resultados discordam de HOFFMAN ez al,
lostro, apos suplementagdo com vitamina E, de

19 mento do IgG no co
(1999) que relatam au :mais ndo eram portadores de Babesia sp..

€guas no pré-parto entretanto estes ant . ’ /
A gor :mare;lada e a viscosidade do colostro estiveram associadas a concentragio de

PTe, Consequentemente, a de 1gG.
4.3. Detecgio de Anticorpos para Babesia equi nas Eguas pelo Teste de ELISA
3. Dete

Indireto. '
- no de Babesia equi foi de 10pug/ml de tampao

~~ Ot antige . .
A concentraga® Ol & " dilui¢do do soro foi estabelecida em 1:100 e a do

6,a
carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9,
conjugado em 1:1000 . média dos
Obteve-se a 2 pativos em
absorbdncia média o o menor tempo nec
estabelecido em 40 minutos,

soros positivos em 0,906 + 0,119 e a

0,197 + 0,038. O tempo de leitura foi
essario para uma boa diferenciagio

com
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entre os controles positivos e negativos, sem permitir leitura significativa no branco da
reac¢do (D.O.= 0,096 + 0,003).

A determina¢io do indice de ELISA (IE) foi elaborada segundo descri¢do de
BOTTEON (2003). Os indices de ELISA (IE), que variam de 0 a 9 de acordo com a
intensidade da resposta, foram classificados nos trés grupos descritos a seguir: grupo 1 -IE
de zero, significando auséncia de anticorpos; grupo 2 - IE de 1 a 3, significando soros
fracamente positivos; grupo 3- IE de 4 a 6, significando soros de média positividade e
grupo 4- IE de 7 a 9, significando soros fortemente positivos.

Nio foram observados efeitos significativos da suplementagdo com vitamina E nas
dietas das éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretio Postier e o periodo
experimental, nos IE das éguas do experimento. Na Figura 2, estdo demonstrados 0s valores
meédios dos indices de ELISA classificados (CELISA).

2.

151
<
2|
3 1
88}
U [ 7

057

Controle Vit E (MM) VitE (BP)
Tratamentos

Figura 2. Valores meédios do CELISA das éguas das ragas Mangalarga Marchador
éontrole e Mangalarga Marchador e Bretdo Postier com dietas suplementadas

com vitamina E

m titulos de anticorpos fracamente positivos nas éguas de
o ter contribuido como fator de estresse para a redugdo do
e verificou efeito significativo da vitamina E na resposta

Os resultados demonstrar
ambas as ragas. O parto parece Pg :
nivel de anticorpos, portanto na

humoral das éguas. " éouas da raga Bretdo Postier pode ser
sitivo nas €g . ~
O CELISA fracameﬂlt;lig: da Babesia equi em uma das éguas da raga Bretdo
c

o Ancia ' : esultado
justificado pela OCO”echaloreS médios do_ grupo expenrgental. lt(:dors sl:)rol() icdo
Postier, alterando ©° clinico esta descrito no ftem 48& SnrtiecS;1 os ea consgtan(iz
acompanhamento d(l)‘dciis: enzootica devido aodtltluJ?Rtl?Jlxo e anticorp
o stabilida ultura da :
1nd1§am~unt;‘aseé guas nO Setor de EqUINOC
reinfec¢do da
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Estes resultados estao de acordo com CUNHA er al. (1998), relatando que na fase
cronica da infecgdo por Babesia equi ocorre persisténcia dos titulos de anticorpos sem
alteragdo significativa no hematocrito.

Os resultados da mcidéncia da babesiose concordam com PFEIFER BARBOSA et
al. (1995), que relatou 100% de positividade para Babesia equi em soros de eqliinos da
UFRRIJ, confirmando a denominagdo de area endémica para babesiose eqiiina.

4.4. Detecg¢io de Anticorpos para Babesia equi nos Potros pelo Teste de ELISA
indireto.

O mesmo procedimento para classificagdo do indice de ELISA foi aplicado nos

soros dos potros. Os valores nao diferiram significativamente em fung¢do da suplementag¢io

com vitamina E nas dietas das éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretio Postier

porém apresentaram diferengas significativas (P<0,05) em fun¢do da idade do potro,
expressas em semanas, conforme esta demonstrado na Tabela 4 e na Figura 3.

Tabela 4. indices médios de CELISA dos potros das racas Mangalarga Marchador e
Bretdo Postier.

Tempo (semanas)

Tratamentos
1 3 5 7 9 11
Controle 1 1 1 1
Vit E -MM 1 1 1 1
Vit E -BP 1 1 2 2

247
1,54
<t
w
0 11
=
Q
0,5
04

Sem)] Sem3 Sem5 Sem7 Sem9 Semll

Tempo (semanas)

3 médi a idade dos potros expressas em
Fi Indi ; do CELISA em fungao da 1 e .
teura 3. Indee dee?sl (r);cas Mangalarga Marchador e Bretao Postier

semanas, .
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Segundo JEFFCOTT (1972), a transferéncia passiva de anticorpos so ocorre atraves
da ingestio do colostro nos equinos. Considerando que a primeira semana de idade
representa a colheita de sangue no dia do parto, antes da primeira amamentagao, explica-se
o resultado sorologico negativo pela auséncia de anticorpos.

Apo6s a primeira semana de idade, o CELISA eleva-se pela absor¢do de anticorpos
de forma passiva e, a0 mesmo tempo, os potros infestaram-se com os carrapatos
Amblyomma cajennense e Anocentor nitens ocorrendo, com o passar das semanas, a primo-
infecgio. Nas figuras 4, 5 e 6 podem ser observados os indices de ELISA (IE) individuais
dos potros para cada tratamento.

IE Controle

= e s e |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Idade (semanas)

—&—Potro | —#—Potro 2 —#— Potro 3 —— Potro 47}

Figura 4. indices de ELISA individuais dos potros da raga Mangalarga Marchador do
grupo controle cujas éguas foram alimentadas com dietas ndo

suplementadas com vitamina E.

6 1 —=—=a

(&)}

IE Vit E (MM)
O =~ N W b

]

Idade (semanas)

‘l-+— Potro 1 —#— Potro 2 —= Potro 3 —¢— Potro {JI

dividuais dos potros da raga Mangalarga Marchador
vitamina E.

Figura 5. indices de ELISA in .
cujas éguas foram alimentadas com dietas suplementadas com
o
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Fioura 6. Indices de ELISA individuais dos potros da raga Bretdo Postier cujas éguas
b : - . .
foram alimentadas com dietas suplementadas com vitamina E.

anticorpos apos a primeira semana de idade, devido aos
te. ha uma tendéncia de redugdo com nova elevagao a
dos de éguas das ragas Mangalarga Marchador e

Bretio Postier cujas dietas foram suplementadas com vitamina E. Esta e'levaca_o pode estar
relacionada a resposta ativa dos potros apos infecgdo ngtural por Babf«’SIC{ equi. Em glgqns
potros, pode-se observar carrapatos fixados na conjuntiva e ao redor do anus, no primeiro

i de sdade bservad SHEIN (1988), que
‘dos sdo concordantes com os observados por Sk .q
Os resultados obtico tros de areas endémicas. Considerando que, no

. ) - o

_infeccio moderada em pOLro: ; :
felata a primo 'lrr:gnfo 0s potros foram avaliados até 12 semanas de idade, os resultados
presente expert ,

~ m as observagdes de RIBEIRO er al. (1 995) e PASSOS eral. (1 999) que
v agordo co or Babesia equi em potros apos o nascimento, com hemoparasntemla
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ta
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assiva mais eficiente.
e
Os potros apresentaram indice
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o5 resultadOS de TENTER & FRIEDHOFF. (1986), e CUNHA et al.
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(1996) relatando reducao gradual dos
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dias de idad




4.5. Avaliacgiio do Hemoparasitismo em Esfregacos Sanguincos em Comparagiio
com a Sorologia pelo ELISA Indireto das Eguas ¢ Potros

Os esfregagos sanguineos foram confeccionados a partir de amostras de sangue da
veia jugular, segundo descrito por PORTZ ¢f al. (2002), ¢ avahados para vertficacdo da
presenca ou auséneia das formas evolutivas ¢ de Cruz de Malta, caracteristicas de Babesia
cqui. Os esfresacos sanguineos nos potros foram confeccionados de forma similaras cguas.

A comparag¢io da eficicncia do diagnostico através do esfregago sangtineo ¢ do
teste de ELISA indireto das éguas pode ser observada na Tabela S, onde se verifica que ndo
houve diferenga significativa (P=0,05) entre os resultados positivos ¢ negativos em ambos
os meétodos de diagnostico.

Tabela 5. Comparagio da eficiéncia do diagnostico de Babesia equi atraves do eslregago
sangtiineo e do teste de ELISA indireto em ¢éguas

ELISA (1) ELISA (-) Total
Esfrepago (1) 38 35 73
Esfregago (-) 34 37 71
Total 72 72 44

Teste ndo paramétrico de McNemar (Teste de ¢ a 5% de probabilidade)

BOSE ¢t al. (1995) e KERBER (2001), relatam a baixa sensibilidade da téenica
esfregago sanguinco resultando em confundimento do hemoparasita com artefatos de
técnica, durante a fase cronica da doenga. Estima-se que na fase cronica, os esfregagos
sangiiincos que resultaram negativo tenham apresentado diagnostico falso-nevativo,
entretanto, os resultados obtidos neste experimento demonstram que a téenica do esficgago
pode ter se tornado mais confiavel, em fungio do niimero de repetigdes utilizadas nas 12
SCManas.

Foi observado em uma egua Mangalarga Marchador, a presenga da Babesia caballi
enquanto que o resultado no teste de ELISA indireto para Babesia cqui fornegativo. O teste
de ELISA, neste caso isolado, ndo apresentou reagio cruzada para Babesia caballi, como
consta na literatura de PFEIFER BARBOSA ¢ral | (1995)

A comparagio da eficiéncia do diagnéstico através do esfiegago sangtiineo e do
teste de ELISA indircto dos potros pode ser observada na Tabela 6. )

Tabela 6. Comparagio da eficiéncia do diagnostico de Babesia equi através do esfregago
sangiineo ¢ do teste de ELISA indireto em potros

ELISA (+) ELISA (-) Total
Esfregago (+) 45 25 70
Esfregago (-) 51 23 74
Total 96 48 o 144

Teste nio parametrico de MeNemar (Teste de 7 a 5% de probabilidade)




Os resultados dos potros indicam um maitor namero de esfregacos sangiiincos
negativos do que os resultados positivos no teste ELISA indireto podendo ter ocorrido em

fungdo de uma baixa parasitemia. Esses resultados estdo de acordo com os observados por

DE WAAL (1992) ¢ CUNHA ¢r al. (1998), que relatam a sensibilidade reduzida do
esfregago sangiiincos em baixas parasitemias.

Segundo RIBEIRO ¢t al (1995), os primeiros eritrocitos parasitados por Babesica sp.
foram encontrados na primeira semana de idade dos potros demonstrando que os recém-
nascidos, ao screm infestados por carrapatos, sofrem infecgdo por protozoarios.

A comparagdo dos esfregagos sanguincos individuais dos animais, no dia do
nascimento, revelou que trés potros nascidos das ¢guas do Grupo controle estavam
positivos, trés potros nascidos das ¢guas da raga Mangalarga Marchador cujas dietas foram
suplementadas com vitamina E também estavam positivos ¢, que nenhum potro nascido de
¢guas da raga Bretdo Postier estavam positivos. Este fato poderia ser explicado pela
infecgdo ntrauterina de Babesia equi, onde ocorre a passagem de eritrocitos parasitados
pela barreira placentana, ¢ que parcce ser relativamente comum em arcas endémicas
(NEITZ, 1956; ERBSLOII, 1975; DE WAAL, 1992).

Os resultados ndo confirmam os estudos de PFEIFER BARBOSA ¢ al. (1995), que
observaram uma mcidéncia de 100% de Babesia equi em potros da UFRRU.

O ELISA mdircto demonstrou ser um otimo strumento de verificagio do grau de
imunidade estabelecida por infecgdo natural, concordando com BOTTEON (2003).

4.6. Avaliagio dos Parametros Hematologicos das Eguas

Na Tabela 7, podem ser observados os valores mcdios hematologicos da
hematimetria, hematocrito, hemoglobina ¢ f{ibrinogénio em ¢guas das ragas Mangalarga
Marchador e Bretdao Postier alimentadas com dictas suplementadas com vitamina L2,

Tabela 7. Valores me¢dios da hematologia de ¢guas das ragas Mangalarga Marchador (MM)
¢ Bretdo Postier (BP) alimentadas com dietas suplementadas com vitamina L.

Tratamentos
CV Valores

Variaveis Controlc VitE Vit f Mcdia (%)  normais*
NM MM BR
Hematologia
H[iI\«i(lO('/p.l’) ------- ()4.1()ld EEEEEEEEE ()42‘ ()1 7 18,5 55495
HT (%) 28, 7a 28.4a 20,2¢ 278 5,60 24 a 44
HB (a/dl) 8.,8a 8,6¢ 8.2a 8.5 8.0 8ald
FIB (g/dl) 0,4a 0,4a 0,3a 0,3 32,6 0a0,0
VGM (mm’) 44 8ab 46,5a 40,9b - 202 37aS585
CHGM (%) 30,7b 30.3b 31 3a - 102 31a38)5

T“WM:AIIUIL;IHHJUl.lMl |A|:~>'-'7 lAllcT]i:H(f)aAliI:)ilrll_i_;“llL‘l—l-]Au—g_l(-)lillzlfl'?llrir'; l"llniAnngC‘nm. VGM = volume globula
médio, CTGM = concentiagiio de hemoglobina globular média N )
Mcdias seguidas de letras diferentes na inha diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05)

*NAVARRO & PACHALY (19949




Nio foram observados efeitos significativos da suplementagdo de vitamina E nas
dietas das éguas e do tempo do periodo experimental, cujos valores médios foram para
hematimetria, de 6,3x1 O(’/pl, para o hematocrito, de 27,8%, para hemoglobina, de 8,5g/dl e
para o fibrinogénio, de 0,3g/dl. Estes valores estio dentro dos limites normais para eqiinos
adultos, do tipo linfatico, para hematimetria, de 5,52 9,5 x10%/ul, para hematocrito, de 24 a
44%, para hemoglobina, de 8 a 14g/dl e para fibrinogénio, de 0,2 a 0,6¢/dl, descritos por
NAVARRO & PACHALY (1994).

Os valores médios do volume globular médio e da concentragio da hemoglobina
globular média apresentaram diferengas significativas entre as éguas das ragas Mangalarga
Marchador e Bretdo Postier alimentadas com dietas suplementadas com vitamina E.

O valor médio do volume globular médio nas éguas do grupo controle, de 44,8/mm’
nio diferiu (P>0.05) do valor observado nas éguas da raga Mangalarga Marchador
alimentadas com dietas suplementadas com vitamina E, de 46.5/mm’, entretanto
considerando os valores médios do volume globular médio das éguas alimentadas com
dietas suplementadas com vitamina E, as éguas da raga Bretdo Postier, apresentaram valor
significativamente inferior, de 40,9/mm3, o que estar relacionado a diferengas raciais.

Os valores médios do valume globular médio observados nas éguas estdo dentro das
limites normais, de 37,0 a 58,5/mm3, para equinos adultos do tipo linfatico, descritos por
NAVARRO & PACHALY (1994).

Os valores médios da concentra¢do de hemoglobina globular média nas éguas da
raga Mangalarga Marchador, ndo diferiram (P>0,05) independente da suplementagdo com
vitamina E que foram de 30,7 e de 30,3%, para as éguas do grupo controle e éguas da raga
Mangalarga Marchador suplementadas. Considerando as éguas da raga Bretdo Postier, a
suplementagdo da dieta com vitamina E aumentou significativamente o CHGM,
observando o valor de 31,3%.

Os valores médios do CHGM nas éguas da raga Mangalarga Marchador e Bretdo
Postier estio dentro do limite de normalidade, de 31,0 a 38,5%, descritos por NAVARRO
& PACHALY (1994).

Observou-se efeito significativo do periodo experimental nos valores médios do
volume globular médio e proteina plasmatica total nas éguas das ragas Mangalarga
Marchador e Bretio Postier alimentadas com dietas suplementadas com vitamina E, que
podem ser observados na Tabela 8.

Tabela 8. Médias e equagdes de regressio (ER) do volume globular meédio (VGM) e
proteina plasmatica total (PT) em fungdo das semanas experimentais em éguas
das ragas Mangalarga Marchador (MM) e Bretdo Postier (BP) alimentadas com
dietas suplementadas com vitamina E.

o Semanas Cv  Valores
Variaveis l 5 ] P S p ER 0, normais¥®

VGM (mm’) 403 421 4577 462 494 519 1 20,2 37a358,5

PT (g/dl) 8,1 8,0 8,2 8,2 8,0 7,2 2 6,3 5,8a8,)7
W=378+232X.1 = 147 (P <001)," Y =759 + 511X - 9,10X", 1" =22,9 (P<0.01). onde X significa
SCanas

*NAVARRO & PACHALY (1994)
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Figura 8. Estimativas dos valores médios da PT das éguas em fungdo do periodo
experimental.

975) observaram redugdo do VGM, relacionando este fato com
ormais € parasitados, na fase aguda da doenga, discordando dos
xperimento, onde houve um aumento linear do VGM no
riodo experimental. Os resultados obtidos no presente
m as observagdes de CUNHA et al., (1998), relatando que

¢ Babesia SP nio houve alteragdes significativas no

RUDOLPH et al., (1

a fagocitose de eritrocitos 1
resultados observados nesté €
decorrer das semanas do P€
experimento sio concordantes €0
na fase cronica da infecgdo PO
hematocrito de eqiiinos.
A concentragdo de proteind

da ocorréncia do parto, na 5" sema
Observagdes podem estar associadas a0 d1ft
Produgio do colostro no parénquima mamari
PT ndo s€ altera nos ©

RUDOLP
Heral (1975),8 f
Y ‘2 ooénio Nno plasma d
Os valores médios do fibrin©% ss0s inflamatorios.

de : > roce
normalidade indicando 2 a4 P
rndace 2 o veis do [eucograma, podem ser observados na Tabela 9, os
relagao as 5c1tos as das ragas Mangalarga

valores medios dos mono .basoﬁlo]s nas tea%uS agas

Marchador e Breta Postier a]imentadﬂs com dlgtas suplementadad C(im vi an.nna.E'

e retao (t0S significativos da sup.lementacao de vitamina E nas
Nio foram observad - atal, Cujo

etas o o experi s vg}lores médios fgram para

Mong 'tas egduaS le()g(c)) (;711151? ra cosinofilos. de 818.0/mm’, e para basofilos, de
Citos, e 560, m B

129 2/mm?,

tal apresentou um aumento até a semana
na, decrescendo no pos-parto, na 6" semana. Essas
o direcionamento das proteinas plasmaticas para
o. Segundo Roberts et al. (1962), citado por

asos agudos da babesiose.
as éguas estdo dentro dos parametros

plasmética to




Tabela 9. Valores médios do leucograma em éguas das ragas Mangalarga Marchador
(MM) e Bretao Postier (BP) alimentadas com dietas suplementadas com

vitamina E. )

Tratamentos
Variaveis - - Médi Ccv Valores
ariavers Controle Vit E Vit E €8 04y normais*
MM MM BP
Leucograma

MON (mm’) 1621,0a 1651,0a 1694,0a 1656,0 71,1 0a 1000
EOS (mm”) 1025,0a 852,0a 578,0a 818,0 935 0a 1000
BAS (mm"°) 107,5a 85.4a 194,82 129,2 122,53  raros

MON = monocitos: EOS = cosinofilos; BAS = basofilos
Médias scguidas de letras iguais na linha, para cada varidvel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,03)
*NAVARRO & PACHALY (1994)

Os valores médios estio dentro dos limites normais para eqiinos adultos, do tipo
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Tabela 10. Médias e equagdes de regressdo (ER) do leucograma em fungio da interagdao
entre semanas experimentais e tratamentos em éguas das ragas Mangalarga
Marchador (MM) e Bretdo Postier (BP) alimentadas tom dietas suplementadas
com vitamina E.

Scmanas CV " valores

Tratamento )
‘ I D) 3 4 ER % normais*

N
[ox)

Leucocitos/pl

Controle [5550a 13062a  9255b 15050a 12287a 9887ab 12515

VWE-MM 138752 128002 15412ab 10737ab 10875ab 137752 12012 242 90001

VILE-BP 108202 107752 12350ab 11587ab 9625ab 11537ab 11116
Linfocitos/mm’

Controle  4717a  2773a  2479b  3958a  2385a 2488b 1

ViE-MM  3243a 35532 4744a 29522 4093a 4368ab 3826 30.6 ‘7570(?0“

VitE -BP 3100a  2947a  2836b  3100a  2550a 3317ab 2975

Controle 8531a  7946a  4929b 75322 7134a 5024ab 6849
VILE-MM 70632 6648a 8677ab 366Y9ab 5096ab  7612a 6794 27.5 2;3(?03

Vit E -BP 5501a 5581a 648lab 6089ab 5159ab  5602ab 5736

"W=42,1-3,09 X, r =138 (’<0,01); onde X signilica semanas

Médias scguidas de letras diferentes, na coluna, para cada varidvel em cada semana, diferem entre si pelo
teste de Tukey (P <0.,05)

NAVARRO & PACHALY (1994)

Os valores médios dos neutrofilos, independente dos tratamentos, variaram de 5736

5 i4 : ragas Mangalarg
a 6849/1]11]]3 indicando pouca a]teraQElO nesta variavel nas eguas das C} ! galarga
: com dietas suplementadas com vitamina E, e que

a ier alimentadas .
g;lta;ir(():hgs:trrs [ji)esmlci)n[:ict)zsenormais, de 2300 a 8500/mm’, descritos por NAVARRO &
PACHALY (1994).
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4.7. Avaliacio dos Parametros Hematologicos nos Potros

Na Tabela 11, podem ser observados os valores médios hematologicos da
hematimetria, hematocrito, hemoglobina, proteina plasmatica e fibrinogénio dos potros
nascidos das éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier cujas dietas foram
suplementadas com vitamina E.

Tabela 11. Médias e equagdes de regressao (ER) da hematologia em fun¢do das semanas
de idade dos potros das ragas Mangalarga Marchador (MM) e Bretdo Postier (BP).

Varidveis Tempo (semanas) - (::v n\ofﬁgfss*
I 3 5 7 9 11 /o
Hematologia

HEM(10%ul) 93 81 72 70 62 61 1 172 55295
HT (%) 39.7 363 31,5 304 273 276 2 12,7 24a44
HB (g/dl) 11,9 11,7 95 91 82 89 3 138 8al2
PT (g/dl) 45 68 66 65 68 69 4 90 58a87
FIB (g/dl) 03 03 05 04 04 04 S5 344 0a0,6

¥=953-623 X 1" =418 (P<0,01), 7Y =409- 2352 X, r =499 (P<0,01), " Y = 12,4 -738 X, 1" = 400
(P<0.01).* ¥V =518 +3.42 X, r* = 30,1 (P<0,01),° ¥ = 30,0 +2,38 X, r* = 55,1 (P<0,01), onde X significa
Semanas.

HEM = hematimetna, 1T = hematocrito, HB3 = hemoglobina; PT = proteina plasmatica total,
FIB=fibrinogénio

* NAVARRO & PACHALY (1994)

da idade dos potros, expressas em semanas, nos
to, hemoglobina, proteina plasmatlc,a Fotal e
tiva (P<0,01) dos valores médios da
em funcdo da idade dos potros, com

Observou-se efeito significativo da |

. . : 1

valores médios da hematimetria, hemgtocr > I
fibrinogénio. Observou-se respostd linear neg

i . globina
hematimetria, hematocrito (Flen's (91) %l;e:];?xl 0¢/ul, de 27,6 2 39.7%, de 8.9.a 11,9¢/dl.
valores variando, respectivamente, e o, i

. ; justifice rserum
s crito nos potros recém-nascidos pod,e S?t”f;flz‘iii E?raz:éo e
5 matocrt matocrito
A tedugao dohe al. Segundo COLES (1974). Oahsede idade dos potros, devido a
ﬁrocesso fisiologico norrzll Cante as 1TES primeiras seman
emoglobina dimimuem au

Presencga de muitas células jovens. dentro dos limite

tao
Os valores médios Obsewafdfns'tzs e 240 a 44,0%.
de 55 4 9.5x10°/4l, paravh:g;;tg & pACHALY (1994).

12,0g/dl, descritos por NA

’

s normais, para hematimetria,
para hemoglobina, de 8,0 a
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Figura 9. Estimativa dos valores médios do hematocrito em fung¢do da idade dos potros

expressa em semanas.

Em relag¢do aos valores médios das concentragdes da proteina plasmatica total e
fibrinogénio, observou-se resposta linear positiva (P<0,01) em fungdo da idade dos potros,
com valores variando, respectivamente, de 4,5 a 6,9¢/dl, e de 0,3 a 0,5g/dl. Os valores de
fibrinogénio apresentaram oscilagdes durante as primeiras semanas de idade, podendo ser
um indicativo da ocorréncia da babesiose ou de um processo inflamatério em andamento

(RUDOLPH er al., 1975).
Os valores médios da proteina plasmatica total e do fibrinogénio estio dentro dos

limites normais, de 5,8 a 8,7g/dl e de O a 0,6g/dl respectivamente, descritos por

NAVARRO & PACHALY (1994).
Na Tabela 12, podem ser observados os valores médios do volume globular médio

dos potros nascidos das é€guas das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier cujas
dietas foram suplementadas com vitamina E.

Tabela 12. Valores médios do volume globular médio (VGM) em potros nascidos das
éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretio Postier cujas dietas foram

suplementadas com vitamina E.

- Tratamentos L Y% Valores
Variaveis Controle VitE VitE Média (%) normais*
MM MM BP
Hematologia
VGM (mm”) 45,9a 45,6a 44,4a 453 168  37a585

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
*NAVARRO & PACHALY (1994)
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Nio foram observados efeitos significativos da suplementagdo de vitamina E nas
dietas das éguas e da idade dos potros, no volume globular médio cujo valor médio foi dp
45 3/mm’, dentro dos limites normais para eqiiinos, do tipo linfatico, de 37,0 a 58,5/mm”,
descritos por NAVARRO & PACHALY (1994).

Observou-se interagdo significativa da suplementagao dietética com vitamina E das
éguas com a 1dade dos potros para os valores médios da concentragdo da hemoglobina
globular média nos potros das racas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier que podem ser
observados na Tabela 13.

Tabela 13. Valores médios da concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM) em
funcdo da interagdo da suplementagdo de vitamina E nas dietas das éguas com a
1dade dos potros das ragas Mangalarga Marchador (MM) e Bretdao Postier (BP).

CV Valores

Tempo (semanas Mc¢dias .
Tratamento po( ) %  normais*
| 3 5 7 9 11
CHGM (%)

Controle 33.8ab 32,2a 32,5a 306ab 254a 34,5a 31,5
VitE -MM  27.0b 31,7ab 31,6ab 23,8bb 29,5ab 31,3ab 29,1 12,7 31a38,5
VitE -BP 30,lab 34,0ab 299ab 35,2a 31,2ab 339ab 324

Meédias seguidas de letras 1guais na coluna, em cada semana, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05)
* NAVARRO & PACHALY (1994)

A analise de regressio dos valores médios da_cqncgntrag:ﬁo de hemoglobina
ade dos potros ndo foi significativa. Independente da
das éguas, os valores médios variam de 29,1 a
eqiiinos, do tipo linfatico, de 31,0 a 38,5%,

globular média em fungdo da idade
suplementagio de vitamina E nas dietas
32.4%, dentro dos limites normais para

descritos por NAVARRO & QAC?(QIJ]LE];?S]A:&)QCOS com o decorrer das semanas, sugere
A diminuigdo dos parame ,

um fisiol6eico. Entretant RO et al. (1995), relatam decréscimo do VGM
processo fistologico.

em potros de area endémica, 1}50 0
Em relagdo as variaveis do leui e tios, 0
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das éguas das ragas Mangalarga
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Tabela 14. Valores médios de leucocitos, linfocitos, eosinofilos e baséfilos em potros
nascidos das éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier cujas

dietas foram suplementadas com vitamina E. \
S Tratamentos cv Valores
Aflavess Controle VitE VitE (%) normais*
MM MM BP
Leucometria
LEU/ul 9410,4 b 11314,5a 114725 a 31,6 6000a12000
LIN (mm®) 20584 b 34790 a 2683,9 ab 36,2 1500 a 7700
EOS (mm") 1251 a 40,4 a 98,6 a 152,6 0a 1000
BAS (mm") 79,1 a 0Ob 62,4 ab 263,6 Raros

LEU = leucocitos: LIN = hnfocitos; EOS = eosmofilos; BAS = basofilos

Meédias scguidas de letras 1guais na hnha, para cada vanavel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05)

* NAVARRO & PACHALY (1994)

Os valores meédios dos eosinofilos ndo foram significativos (p>0,05) para
tratamentos e a idade dos potros, com um valor médio de 152,6/mm’, valor que esta dentro
dos limites normais, de zero a 1000/mm”, descritos por NAVARRO & PACHALY (1994).

Na Tabela 15, podem ser observados os valores meédios dos leucécitos, linfocitos,
neutrofilos e monocitos em fungdo da idade dos potros nascidos das éguas das ragas
Mangalarga Marchador e Bretao Postier cujas dietas foram suplementadas com vitamina E.

Tabela 15. Médias e equagdes de regressiao (ER) da leucometria em fungdo da idade dos
potros nascidos das éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretio Postier
cujas dietas foram suplementadas com vitamina E.

o Tempo (semanas) Cv  Valores
Variaveis ER normais*
1 3 5 7 9 11 Yo
Lecucograma
LEU /ul 61533 70583 148042 130833 108208 124750 1 316 (1%%%8
LIN(mmY) 15091 19165 28554 31040 31751 38827 2 362 175%)0“
NEU(mm®) 35386 38407 99944 79746 62845 72378 3 367 255080‘"‘

MON(mm®) 9128 10787 17102 18663 12222 13055 4 551 0a 1000
=661 +1.17 X. 1 =18.6 (P<0,01); 2 ¥ =11,5+4.54x, r =30,1 (p<0,01); ° ¥ = 40,9 + 6,80 X, " = 11.7
(P<001).' ¥ =109 +728 X, = 11,4 (P<0,01). onde X significa semanas.

LEU = leucocitos. 1.IN= hnfocitos; NEU = neutrofilos. MON = monocttos

*NAVARRO & PACHALY (1994)
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Observou-se efeito significativo da idade dos potros, expressas em semanas, nos
valores médios dos leucocitos, linfocitos, neutrofilos e monocitos. Observou-se resposta
linear positiva (P<0,01), com valores variando, respectivamente, de 6153,3 a 12475,0/ul, de
1509.1 a 3882,7/mm’, de 3538,6 a 7237,8/mm’, de 912,8 a 1305,5/mm’.

Os resultados do leucograma sugerem um aumento de células de defesa e
fagocitaria, com aumento dos valores médios dos leucécitos e linfocitos dos potros
nascidos das éguas das ragas Mangalarga Marchador e Bretdo Postier cujas dietas foram
suplementadas com vitamina E. Os valores médios dos mondcitos estdo acima dos valores
normais sugerindo uma monocitose no decorrer do aumento da idade dos potros. Segundo
RUDOLPH er al. (1975), apés uma infecgdo aguda por Babesia equi, ocorre um aumento

dos niveis de fibrinogénio plasmatico e monocitose acompanhando a parasitemia.

4.8. Ocorréncia clinica da Babesiu equi em égua da raca Bretio Postier

As éguas do experimento foram acompanhadas diariamente, sendo que apenas uma
égua da raga Bretdo Postier apresentou prostragdo, febre e mucosas palidas anteriormente a
semana do parto. As observagdes hematologicas e sorologicas estdo descritas na Tabela 16.

Esta égua apresentou o maior indice de ELISA, dentre as éguas de ambas as ragas,
ocorrendo redug¢do do hematocrito e da hemoglobina e, monocitose, quando iniciaram-se 0s
sinais clinicos caracteristicos da babesiose com esfregagos sanguineos positivos para
Babesia equi. Posteriormente, o titulo de anticorpos decresceu com estabilizagdo dos
indices de ELISA entre 4 e 5. Os esfregagos sanguineos realizados nas semanas 9 a 12
apresentaram Cruz de Malta, sugerindo a multiplicagdo do protozoario.

Tabela 16. Avaliagdo do hematocrito (HT), hemoglobina (HB), monocitos (MON),
indice de ELISA (IE) e esfregago sangiiineo de uma égua Bretdo Postier.

Semanas ~ HT (%) HB (g/dl) MON (mm’) Indice de ELISA  Esfregaco

| 27 9,0 2172 6 Negativo
2 27 9,0 2184 6 Negativo
3 27 9.Q 769 6 Negativo
4 26 8,6 2743 S Negativo
S 26 7,0 2100 S Pasitivo
6 27 8,7 597 5 Negativo
7 28 8.3 1281 6 Negativo
8 26 8,9 2863 5 Positivo
9 27 9.Q 3349 4 Positivo
10 30 8,6 1762 5 Positivo
11* 28 9.6 1824 5 Positivo
12 26 8,6 3486 4 Positivo

* Semana da ocorréncia do parto.
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Estes resultados sdo concordantes com as observa¢des de RUDOLPH er al. (1975),
que relatam leucograma com monocitose nos casos agudos de infec¢do por Babesia equi; e
com os de DE WAAL & POTGIETER (1987), quando afitmaram que a redugdo do
hematécrito é um sensivel indicador do inicio de alteragdes patologicas induzidas pelo
hemoparasito e, que a ocorréncia de parasitemia por Babesia equi esta relacionada com

aumento do titulo de anticorpos e redugdo do hematocrito.
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5. CONCLUSOES
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7. ANEXOS

Tabela 17. Nome do animal, tratamento, peso vivo, quantidades consumidas de ragdo
concentrada, de volumoso e de Vitamina E.

Dieta MS (Kg/dia) Vitamina E(mg/dia)
- Peso
Nome I'rat Kg - - ] ] - VitE
Conc. Vol. [otal Supl. Conc. Vol. ['otal (mg/KgMS)

Rebeca 1 462 2,15 5.4 7.5 0 345 5290 5635 78.3
Prece | 422 1,96 49 6.9 0 31,4 4839 S15.3 749
Antena 1 486 2,26 5,7 7.9 0 36,6 485.5 522,1 66,1
Estrutura ] 415 1,90 4.8 6.7 0 30,4 470.4 500,8 74 .8
I'ericeira 2 398 1,90 4,6 6.5 318 30,4 450,8 799,2 122,9
Sabrina 2 433 2,10 5,1 7.2 346 33,6 499 8 8794 125.6
Azaléia 2 431 1,90 5,1 7.0 344 30,4 499.8 874,2 1249
Quinzena 2 402 1,90 4,7 6,6 321 30,4 460,6 681,2 123.0
FFagulha 3 496 2,30 5.8 8.1 397 36,8 568.4 1002,2 123.7
[arta 3 666 3,10 7.8 10,9 540 49,6 764 .4 13540 1242
Viola 3 526 2,50 6,2 8.7 420 40,0 607.,6 1067,6 1227
Zumba 3 530 2,50 6,2 8.7 424 40,0 607.,6 1071.,6 123,2

Solugdes tampio mais empregadas na técnica de ELISA.

o-Bicarbonato 0,05M pH 9,6

Tampdo Carbonat r
Carbonato de sodio (NazCO3).ooviicinns 53¢
Bicarbonato de sédio (NaHCO3).......cooovennne. (,)4;325

85g

Azida sodica (NaNs)
HoO destilada oo 1000mL

com 0,05% de Tween 80 pH 7,4 (concentrado)

3 S O:O ] M . y
TamPaOC {’%eto e 5010 (NACD. oo isz,gs
of . dissodico (NazHPO4)....ooovvoncs ,36g
gosfzto monossédico (NaHzPO4)“.‘.....4........(.)35,] 31%
OSIAL0 o ,5Sm
Twe%m f’lé‘ e e oo 1000mL
H,O dest! )
Solugdo de uso’ 0 + 1000mL de H20 destilada

H] do tamp

100




Tabela 18. Analise de variancia da hematimetria das éguas

For}tes~ de GL Soma de Qua'drgdo \ Teste F Significancia
variagao Quadrados medio

Total 71  0,1198990E+15

Total de redug¢do 23  0,5447122E+14 0,2368314E+13 1,74 0,0534
Tratamento 2 0,1257786E+13 0,6288931E+12 0,15 HEEE
Erro (A) 6 0,2528438E+14 0,4214063E+13

Semanas 5 0,1311953E+14 0,2623906E+13 1,92 0,1075
Sem x Trat 10 0,1480953E+14 0,1480953E+13 1,09 0,3911
Residuo 48  0,6542777E+14 0,1363079E+13

CV (%) 18,5

Tabela 19. Analise de variancia do hematocrito das éguas

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total 71 328,4444
Total de redugao 23 212,0556 9,219807 3,80 0,0000
Tratamento 2 9477778 47.38889 2,96 0,0614
Erro (A) 6 96,11111 16,01852
Semanas 5 3,944444 0,7888889 0,33 .
Sem x Trat 10 17,22222 1,722222 0,71 Rkl
Residuo 48 116,3889 2,424769
CV (%) 5,6
Tabela 20. Analise de variancia da hemoglobina das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste ' Significancia
__variagdo Quadrados médio -
Total 71 57,69167
Total de redugio 23 35,26529  1,533273 3,28 0,0003
Tratamento 2 3828469 1914235 0,51 HhRkk
Erro (A) 6 2273230  3,788716
Semanas 5 2,355507 0,4711014 1,01 0,4231
Sem x Trat 10 6,349014 0,6349014 1,36 0,2280
Residuo i 48 2242638 0,4672162
CV (%) 8.0
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Tabela 21. Analise de variancia do VGM das éguas

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados medio “
Total 71 7108,374
Total de redugao 23 2989,969 129,9986 1,52 0,1118
Tratamento 2 687,2055 343,6027 3,50 0,0381
Erro (A) 6 588,7766 98,12943
Semanas 5 1152,410 230,4820 2,69 0,0321
Sem x Trat 10 561,5768 56,15768 0,65 i
Residuo 48 4118,405 85,80010
CV (%) 20,2
Tabela 22. Analise de variancia do CHGM das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados meédio
Total 71 659,6504
Total de redugao 23 190,3398 8,275646 0,85 EEEES
Tratamento 2 46,46726 23,23363 6,29 0,0037
Erro (A) 6 22,14740  3,691233
Semanas 5 58,83480 11,76696 1,20 0,3219
Sem x Trat 10 62,89039 6,289039 0,64 TR
 Residuo. 48 4693106 9777303
CV (%) 10,3
Tabela 23. Analise de variancia da proteina total das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados méedio
Total 71 28,00000
Total de redugdo 23 15,76556 0,6854589 2,69 0,0019
Tratamento 2 0,3433333 0,1716667 0,19 Ml
Erro (A) 6 5305556  0,8842593
Semanas 5 8,586667 1,717333 6,74 0,0001
Sem x Trat 10 1,530000 0,1530000 0,60 bl ds
Residuo - 48 12,23444 0,2548843
CV (%) 6,3
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Tabela 24. Analise de variancia do fibrinogénio das éguas

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
varagao Quadrados meédio \
Total 71 1,304444
Total de redu¢io 23 0,5988889  0,260386SE-01 1,77 0,0476
Tratamento 2 0,8111111E-01 0,4055556E-01 1,58 0,2174
Erro (A) 6 0,1544444  0,2574074E-01
Semanas 5 0,1444444 0,2888889E-01 1,97 0,1009
Sem x Trat 10 0,2188889 0,2188889E-01 1,49 0,1727
Residuo 48 0,7055556 0,1469907E-01
CV (%) 32,6
Tabela 25. Analise de variancia da leucometria das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados meédio
Total 71 0,7761816E+09
Total de reducio 23 0,3585390E+09 0,1558865E+08 , 0,0444
Tratamento 2 0,4275616E+08 0,2137808E+08 , 0,2762
Erro (A) 6 0,9704275E+08 0,1617379E+08
Semanas 5  0,4071805E+08 81436009, 0,94 EREEE
Sem x Trat 10 0,1780221E+09 0,1780221E+08 2,05 0,0487
_ Residuo 48 04176426E+09 87008870
CV (%) 242
Tabela 26. Analise de variancia dos linfocitos das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total TV 0,1047568E+09
Total de redugdo 23 0,5527722E+08 2403358.0 233 0,0067
Tratamento 2 9827632,0 4913816,0 1,89 0,1626
Erro (A) 6 0,1562213E+08 2603688,0
Semanas 5 3472053,0 694410,7 0,67 SRS
Sem x Trat 10 0,2635541E+08 2635541,0 2,56 0,0146
_ Residuo 48 0,4947955E+08 1030824,0
CV (%) 30,7




Tabela 27. Analise de variancia dos neutrofilos das éguas

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagdo Quadrados medio \
Total 71  0,3029605E+09
Total de redug¢do 23 0,1508832E+09 6560141,0 2,07 0,0168
Tratamento 2 0,1890653E+08 9453263,0 1,20 0,3104
Erro (A) 6 0,4731460E+08 7885767,0
Semanas 5 0,1246124E+08 24922470 0,79 Rkl
Sem x Trat 10 0,7220087E+08 7220087,0 2,28 0,0281
Residuo 48 0,1520773E+09 3168277,0
CV (%) 27,5
Tabela 28. Analise de varidncia dos monocitos das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados meédio
Total 71  0,1015415E+09
Total de redugao 23 0,3539797+08 1539042,0 1,12 0,3631
Tratamento 2 38732.,86 19366,43 0,01 Fokkokok
Erro (A) 6 0,1271591E+08 2119318,0
Semanas 5 4825747.0 965149,4 0,70 Rtk
Sem x Trat 10 0,1781758E+08 1781758,0 1,29 0,2613
~ Residuo 48 0,6614354E+08 1377990,0
CV (%) 71,2 -
Tabela 29. Analise de variancia dos eosinofilos das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total 71 0,4083672E+08
Total de redugao 23 0,1272398E+08  553216,5 0,94 ek ko
Tratamento 2 2434680,0 1217340,0 1,45 0,2448
Erro (A) 6 5039014,0 839835.6
Semanas 5 1038815,0 207763,0 0,35 ok Rk
Sem x Trat 10 42114700 421147,0 0,72 ok ok ok ok
Residuo 48 0,2811274E+08 585682,1

CV (%) 935




Tabela 30. Analise de varidancia dos basofilos das éguas

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagio Quadrados médio \
Total 71 20144570
Total de redugio 23 810633,2 3524492 1,41 0,1584
Tratamento 2 160475,6 80237,79 1,52 0,2293
Erro (A) 6 316949,8 52824,96
Semanas 5 61198,83 12239,77 0,49 EE R
Sem x Trat 10 272009,1 27200,91 1,08 0,3925
Residuo 48 1203824,0 25079,67
CV (%) 1225
Tabela 31. Analise de varidncia da hematimetria dos potros
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total 71 0,1912654E+15
Total de redugdo 23 0,1141123E+15 0,4961404E+13 3,09 0,0005
Tratamento 2 0,2942608E+13 0,1471304E+13 1,13 0,3318
Erro (A) 6 0,7818636E+13 0,1303106E+13
Semanas > O0.8761362E+14 0,1752272E+14 10,90 0,0000
Sem x Trat 10 0,1573742E+14 0,1573742E+13 0,98 Y
~ Residuo 48 0,7715311E+14 0,1607357E+13 B
CV (%) 17,2
Tabela 32. Analise de variancia do hematdcrito dos potros
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagdio Quadrados médio
Total 71 2648,611
Total de redugio 23 1844,083 80,17754 4,78 0,0000
Tratamento 2 120,8611 60,43056 2,44 0,0977
Erro (A) 6 /4&4722 :24,74537
Semanas 5 1457.778 ,./(}/, 59560 17,39 0,0000
Sem x Trat 10 1169722  11,69722 0,70 dddds
Residuo 48 804,5278 16,76100

CV (%) 12,7




Tabela 33. Analise de variancia da hemoglobina dos potros
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagdo Quadrados médio '
Total 71 280,4825
Total de reducio 23 191,8530 8,341435 4,52 0,0000
Tratamento 2 2,904936 1,452468 0,45 kadt
Erro (A) 6 19,47930 3,246550
Semanas 5 1437517 28,75034 15,57 0,0000
Sem x Trat 10 25,71708 2,571708 1,39 0,2123
Residuo 48 88,62953 1,846448
CV (%) 13,7

Tabela 34. Analise de vaniancia do VGM dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio

Total 71 3689,362

Total de reducgao 23 909,0160 39,52244 0,68 Rllololo
Tratamento 2 28.36336 14,18168 0,40 ok sk ok ok
Erro (A) 6 212,2437 35,37395

Semanas 5 167,1172 33,42344 0,58 Hk kK
Sem x Trat 10 501,2918 50,12918 0,87 ek k%
Residuo 48 2780,346 57,92387 :

CV (%) 16,8

Tabela 35. Analise de varidncia do CHGM dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao , Quadrados  médio i
Total 71 1551,557
Total de redugao 23 808,6823 35,16010 2,27 0,0083
Tratamento 2 135,5226 67,76129 262 0’0335
Erro (A) 6 155,4027 25,90045 ' ’
. , 6
Semanas A j "222‘7’ - féggf‘ 2,28 0,0618
Sem x Trat /// LYK ¢ / 2,21 0,0333
, / \ 7636
Residuo _ 48 742,8747 13,0100
Cv (%) 12,7
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Tabela 36. Analise de variancia da proteina total dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significdncia
variagao B Quadrados medio \
Total 71 79,05875
Total de redugao 23 63,14597 2,745477 8,28 0,0000
Tratamento 2 0,6975000  0,3487500 0,43 D
Erro (A) 6 4,814722 0,8024537
Semanas 5 51,86958 10,37392 31,29 0,0000
Sem x Trat 10 5,764167 0,5764167 1,74 0,0991
Residuo 48 1591278 0,3315162
CV (%) - 9,0

Tabela 37. Analise de variancia do fibrinogénio dos potros
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total 71 1,740000
Total de redugdo 23 0,9033333 0,3927536E-01 2,25 0,0089
Tratamento 2 0,4333333E-01 0,2166667E-01 0,91 EE TS
Erro (A) 6 0,1433333  0,2388889E-01
Semanas 5 0,4000000  0,8000000E-01 4,59 0,0017
Sem x Trat 10 0,3166667  0,3166667E-01 1,82 0,0829
Residuo 48 0,8366667  0,1743056E-01
CV (%) 34 4

Tabela 38. Analise de varidncia da leucometria dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados medio

Total 71 0,1464884E+10

Total de redu¢do 23 0,9135678E+09 0,3972034E+08 3,46 0.0001
Tratamento 2 0,6322381E+08 0,3161190E+08 3 55 0.0365
Erro (A) 6 0,53451981§+(o§ ) 89086330 :

. 2

Semanis 50,71 549721" ”;‘s ( ,18413;);; ;175509 12.46 0.0000
Sem x Trat [0 U(S)”MWI ( R 071 e
Residuo 48 0.5513157E+09 0] [48) JAL108 )
CV (%) ) 31,6
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Tabela 39. Analise de varidncia dos linfocitos dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F  Significancia
variagao Quadrados medio '
Total 71 0,1389774E+09
Total de redu¢ao 23 0,9168669E+08 3986378,0 4,05 0,0000
Tratamento 2 0,2433320E4+08 0,1216660E+08 7,72 0,0012
Erro (A) 6 9454515,0 1575752,0
Semanas 5 0,4600930E+08 9201860,0 9,34 0,0000
Sem x Trat 10 0,1188968E+08 1188968,0 1,21 0,3107
Residuo 48 0,4729069E+08 9852227
CV (%) 36,2
Tabela 40. Analise de vanancia dos neutrofilos dos potros
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total 71 0,7463333E+09
Total de redugdo 23 0,4745248E+09 0,2063151E+08 3,64 0,0001
Tratamento 2  0,2001565E+08 0,1000782E+08 1,54 0,2258
Erro (A) 6 0,3911490E+08 6519150,0
Semanas S  0,3697852E+09 0,7395704E+08 13,06 0,0000
Sem x Trat 10 0,4560905E+08 4560905,0 0,81 AR
Residuo 48 0,2718085E+09 5662677,0
CV (%) 36,7
Tabela 41. Analise de vaniancia dos mondécitos dos potros
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados medio
Total 71  0,4389260E+08
Total de redugao 23 0,1737206E+08  755307,0 1,37 0,1783
Tratamento 2 1583763,0 791881.,4 2,90 0,0648
Erro (A) 6 1639364,0 2732273
Semanas 5 8152969,0 1630594.0 2,95 0,0211
Sem x Trat 10 5995965,0 599596,5 1,09 0,3920
Residuo 48  0,2652053E+08  552511,1
CV (%) 55,1




Tabela 42. Analise de variancia dos eosinofilos dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados medio \
Total 71 1349369.,0
Total de redugao 23 483119,5 21005,20 ,16 0,3206
Tratamento 2 8993725 44968,62 1 0,1909
Erro (A) 6 157371,4 26228,57
Semanas b) 29730,12 5946,025 0,33 otk
Sem x Trat 10 206080,8 20608,08 1,14 0,3524
Residuo 48 8662493 18046,86
CV (%) 152,6
Tabela 43. Analise de variancia dos basofilos dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total 71 14342220
Total de reducio 23 6924593  30106,93 1,95 0,0258
Tratamento 2 8342233 41711,17 3,96 0,0257
Erro (A) 6 6325433 1054239
Semanas 5 208386,3 4167727 2,70 0,0316
Sem x Trat 10 337396,3 33739,63 2,18 0,0353

~ Residuo 48 7417627 1545339
CV (%) 263,6

Tabela 44. Analise do ELISA das éguas
Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados médio
Total 71 33,11111
Total de redugdo 23 17,41667 0,7572464 2,32 0,0071
Tratamento 2 2,527778 1,263889 0,59 kK
Erro (A) 6 12,80556 2,134259
Semanas 5 1111111 0,2222222 0,68 Mkl
Sem x Trat 10 0,9722222 0,9722222E-01 0,30 ke
Residuo 48 15,69444 0,3269676
CV (%) 35,5
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Tabela 45. Analise do ELISA dos potros

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significincia
varlagdo Quadrados medio \
Total 71 41,27778
Total de redugao 23 33,88889 1,473430 9,57 0,0000
Tratamento 2 3111111 1,555556 1,53 0,2275
Erro (A) 6 6,111111 1,018519
Semanas 5 2211111 4.,422222 28,73 0,0000
Sem x Trat 10 2,555556 0,2555556 1,66 0,1184
Residuo 48 7,388889 0,1539352
CV (%) 21,7
Tabela 46. Analise de varidncia da proteina colostral

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
variagao Quadrados medio
Total 44 6056,966
Total de redugao 16 4812,405 300,7753 6,77 0,0000
Tratamento 2 5,078560 2,539280 0,08 R
Erro (A) 8 268,7862 33,59828
Tempo 2 4512,813 2256,406 50,76 0,0000
Temp x Trat 4 25.72779 6,431947 0,14 A,

~ Residuo 28 1244561 4444860 ]
CV (%) 60,1

Tabela 47. Analise de varidancia do IgG estimado do colostro

Fontes de GL Soma de Quadrado Teste F Significincia
variagao Quadrados médio

Total 44 1178,428

Total de redugao 16 1000,018 62,50113 9.81 0,0000
Tratamento 2 0,7692933 0,3846467 0,07 ok ok ok K
Erro (A) 8 46,31388 5,789236

Tempo 2 951,0221 475,5110 74,63 0,0000
Temp x Trat 4 1,912773 0,4781933 0,08 *kkkk
Residuo 28 178,4102 6,371791

CV (%) 70




Tabela 48. Analise de regressdo do VGM das éguas

. Soma de Quadrado P
-Iif)-n*tes .C{e,,\,/?,na(rdo,w GL Quadrados _ médio Teste F Slgnxﬂcancxa
Devido a regressio 1 1130,490 1130,490 1324 000058
tindependente 70 5977884 85,39835

Tabela 49. Anélise de regressao da PT das éguas

L Soma de Quadrado C e a
Fonesdevaragio  OL  Quadrados  médio tesiel SigmficAncia
Devido a regressao 2 7,034571 3517286 11,58 0,0000

69  20,96543  0,3038468

Independente

Tabela 56. Analise de regressdao do LIN das éguas

Fontes de varia¢do GL Soma de Qua'd rgdo Teste F Significancia
Quadrados médio

Devido a regressdo 1 6701295,0 6701295,0 4,70 0,0412

Independente 22 0,31351S6E+08 14250710

Tabela 51. Analise de regress@o da HEM dos potros

. Soma de Quadrado Teste A
Fontesdevanacao GL  Quadrados  médio g Swenificinen
Devido a regressdo 1 0,8163174E+14 0,8163174E+14 52,12 0,0000
Independente 70 0,1096337E+15 0,1566195E+13

Tabela 52. Analise de regressao do HT dos potros

_— Soma de Quadrado P
Fontes de varnagae  GL Quadrados médio Teste F Significancia
Devido a regressao 1 1342,671 1342,671 71,97 0,0000
Independente 70 1305,940 18,6528

Tabela 53. Aildlise de regressio da HB dos potros

Fontes d iaeH GI.  Soma de Quadrado Testo F Significknomn
Fomes devaruil0 T Quadrados medi
Devido a regressio I 114,6780  114,6780 48,42 0,0000

70 1658045  2,368636

flld(“}/]tf}]d’o‘mc




Tabela 54, Analise de regressdao da PT dos potros

- GL Soma de Quadrado Teste F Significancia
Fontes de variagido - \
Quadrados medio
Devido a regressao 1 2465144 2465144 31,72 0,0000
Independente 70 54,4073 1 0,7772473

Tabela 55. Analise de regressao do FIB dos potros

_ GL  Somade Quadrado médio  Teste F  Significancia

Fontes de variagdao
Quadrados

Devido a regressdo 1 0,1190476 0,1190476 5,14 0,0265

Independente 70 1,620952 0,2315646E-01

Tabela 56. Analise de regressdo do LEU dos potros

Fontes:de variaciio GL Soma de Quadrado Teste  Significancia
Quadrados médio F

Devido a regressiao 1 0,2906367+09  0,2906367E+09 1733 0,0001

Independente 70 0,1174247E+10 0,1677496E+08

Tabela 57. Analise de regressdo da LIN dos potros

L GL Soma de Quadrado médio  Teste F  Significancia
Fontes de variagdao
Quadrados
Devido a regressao I 0,4329662E+08 0,4329662E+08 31,68 0,0000
Independente 70 0,9568076E+08 13668680
Tabela 58. Analise de regressdo do NEU dos potros
Fontes de variacio GL Soma de Quafirgdo Teste  Significincia
Quadrados médio F
Devido a regressdo I 09716861E+08 0,9716861E+08 1048 0,0018
»_»I_ndg}l(f_l_)id(?_!)‘lt’ 70 0,6491647E+09 9273781,0
Tabela §9. Analise de regressio do MON dos potros )
Fontes de variagio GL Soma de Quadrado Teste ' Significancia
Quadrados médio
Devido a regressio 1 1114860,0  1114860,0 1,82 0,1811
Independente 70 0,4277774E+08 611110,5
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